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1 Introducción  
1.1.- ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES: SU ORIGEN EN ETAPAS TEMPRANAS DE LA 
VIDA 
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen uno de los problemas 
sanitarios más relevantes de la sociedad contemporánea. Sus secuelas de muerte e 
invalidez, con cifras de alto impacto epidemiológico, generan una permanente 
preocupación en la comunidad médica. Las ECV se caracterizan por ser un grupo de 
trastornos que se manifiestan en forma de enfermedad coronaria, enfermedad 
cerebrovascular, hipertensión arterial (HTA), enfermedad arterial periférica, cardiopatía 
reumática o insuficiencia cardíaca.  
Para evaluar el riesgo cardiovascular en Latinoamérica se diseñó el estudio 
CARMELA (Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in Latin America). En este estudio, 
observacional de corte transversal, se evaluaron 11.550 sujetos de ambos sexos con edades 
entre 25 y 64 años, de siete ciudades importantes de Latinoamérica, incluyendo la Ciudad 
de Buenos Aires. Entre los hallazgos generales del estudio, la prevalencia de HTA fue del 
18% incrementándose con la edad en ambos sexos. Mientras que la incidencia de HTA en la 
Ciudad Autónoma de Buenos Aires fue del 29%, siendo mayor en los hombres al 
compararlos con las mujeres (37,7% en hombres y 21,7% en mujeres) (Schardrodsky H y 
col, 2008).  
En Argentina, la prevalencia de HTA en la población adulta varía entre 29 y 39,8%, 
valores que se mantuvieron constantes en los últimos 25 años (Carabajal HA, 1994; 
Carabajal HA, 2014).  En este sentido, el estudio RENATA (REgistro NAcional de 
hiperTensión Arterial), que incluyó a 4.006 individuos con una edad promedio de 43,7 años 
de edad, observó que un tercio (33,5%) de la población estudiada presentaban HTA y que 
esta condición era más común en los hombres (41,7% vs. 25,7%; p < 0,001). Más aún, el 
37,2% de la población desconocía su enfermedad (hombres 44,66% vs. mujeres 25,9%; p < 
0,001) (Marín M y col, 2012). Estos resultados se correlacionan con estudios realizados a 
nivel mundial.  
Por lo tanto, el estudio de las ECV y de los factores involucrados en su desarrollo es 
primordial para lograr una buena prevención y control de las mismas. La excesiva ingesta de 
sal y grasas, la deficiencia de micronutrientes, la obesidad, el tabaquismo, el sedentarismo, 
el estrés y la predisposición genética constituirían algunos de los factores involucrados en el 
origen y desarrollo de las ECV. Los hábitos y estilos de vida determinan la incidencia de 
muchos de esos factores. 
Sin embargo, en los últimos años, numerosos estudios epidemiológicos y 
experimentales sugieren que las ECV pueden ser programadas en el útero. En 1988, David 
Barker publicó estudios realizados en poblaciones británicas, que relacionaban el retraso 
del crecimiento intrauterino (RCIU) y la mortalidad debido al desarrollo de ECV. Su 
descubrimiento fue una relación inversa entre el peso al nacer y la presión arterial, 
postulando a la HTA como el nexo entre un ambiente intrauterino adverso (bajo peso al 
nacer: 2,5 kg o menos) y el riesgo de ECV en la vida adulta (Barker DJ y coll, 1988). 
Posteriormente, numerosos estudios corroboraron que el bajo peso al nacer se 
correlaciona con el aumento de presión arterial. Además, esta correlación se observa en la 
niñez, antes de que haya confluencia con otros factores de riesgo cardiovascular asociados 
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al estilo de vida adulta (Forrester TE y col, 1996; Levitt NS y col, 1999; Law C y col, 2002). Es 
por esto que en 1996, surge de estas investigaciones, la hipótesis de programación fetal. 
Esta sugiere que el insuficiente aporte de nutrientes y oxígeno durante la vida intrauterina, 
limitan el crecimiento fetal, y podría inducir adaptaciones que alteran permanentemente 
diferentes sistemas del organismo y que a largo plazo predisponen al desarrollo  de 
enfermedades endócrinas, metabólicas, cardiovasculares y renales en la vida adulta (Law 
CM y col, 1993; Langley-Evans SC y col, 1994; Barker DJ, 1996; Curhan GC y col, 1996; 
Eriksson JG, 2011). 
Si bien inicialmente los estudios epidemiológicos determinaron la asociación entre 
el bajo peso al nacer y el aumento en la presión arterial, posteriormente fueron necesarios 
modelos experimentales que presenten estas características y permitan investigar los 
mecanismos involucrados en la programación fetal de las ECV. Los modelos utilizados para 
inducir insultos prenatales, que impacten posteriormente sobre la salud cardiovascular, 
derivan de causas conocidas de crecimiento fetal restringido. Estos modelos inducen un 
estado de  malnutrición al manipular la dieta materna (Manning J y col, 2001; Woods LL y 
col, 2001) o generar  insuficiencia placentaria mediante la reducción de la perfusión uterina 
(Alexander BT, 2003; Wlodek ME y col, 2007). La insuficiencia placentaria imita los eventos 
iniciales de la preclamsia y la restricción de nutrientes y/o hipoxia prenatal determinan un 
menor crecimiento fetal (Granger JP y col, 2001). Por otro lado, se han descripto otros 
modelos que programan un aumento del riesgo cardiovascular y un menor peso al nacer, 
como la exposición prenatal a hipoxia (Rueda-Clausen CF y col, 2009), nicotina (Xiao D y col, 
2008) o dexametasona (Ortiz LA y col, 2003). La vida postnatal temprana puede ser también 
un periodo sensible a la programación de enfermedades en la adultez. En este sentido, 
estudios previos han demostrado que el estrés agudo durante etapas tempranas del 
desarrollo, inducido por la separación materna de las ratas durante la lactancia, se asocia al 
desarrollo de ECV (Loria AS y col, 2010; Alastalo H y col, 2013)  Además, los modelos 
experimentales de obesidad materna o aumento de la ingesta de dietas ricas en hidratos de 
carbono y grasas (Khan IY y col, 2003; Samuelsson AM y col, 2010) se utilizan para investigar 
el impacto de la sobrenutrición sobre la salud cardiovascular en la vida adulta de las crías.  
Los mecanismos involucrados en la programación fetal de ECV incluyen alteraciones 
morfológicas y funcionales de los sistemas cardiovascular y renal, alteraciones metabólicas 
y hormonales, cambios epigenéticos, disrupción en los tiempos de proliferación/apoptosis 
de las células, así como la inducción de estrés oxidativo y de procesos inflamatorios. 
Muchos modelos experimentales han tratado de demostrar las implicancias y mecanismos 
involucrados en la programación fetal de alteraciones cardíacas y vasculares. Los mismos 
han demostrado que el RCIU podría alterar los procesos de hiperplasia, apoptosis e 
hipertrofia, encargados de regular el desarrollo miocárdico y vascular durante el 
crecimiento, así como, la función cardíaca durante la adultez (McMillen IC y Robinson JS, 
2005; Morrison JL y col, 2012). Por ejemplo, la hipoxia durante el embarazo puede alterar el 
crecimiento fetal del corazón, resultando en anomalías cardíacas estructurales en las crías 
que persisten hasta la vida adulta. Estas anormalidades incluyen defectos septales del 
ventrículo, menor espesor miocárdico, dilatación del ventrículo, reducción en la 
proliferación y aumento de la apoptosis de los cardiomiocitos y aumento del tamaño de los 
cardiomiocitos binucleados diferenciados (Bae S y col, 2003; McMillen IC y col, 2005; Xu Y y 
col, 2006; Patterson AJ y col, 2010; Tong W y col, 2012; Hauton D, 2012). Otros estudios 
realizados en ovejas muestran que la insuficiencia placentaria determina un retraso en la 
diferenciación de los cardiomiocitos mononucleados a binucleados y un aumento en su 
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tamaño (Bubb KJ y col, 2007; Louey S y col, 2007; Morrison JL y col, 2007) asociado a un 
aumento en la apoptosis y en la expresión de los receptores del factor de crecimiento 
similar a la insulina 1 (IGF-1) y 2 (IGF-2) (Wang KC y col, 2011; Wang KC y col, 2012). 
Además, la administración de glucocorticoides durante la vida fetal disminuye el contenido 
de ADN en el ventrículo izquierdo (VI) (Rudolph AM y col, 1999), mientras que la 
adrenalectomía en fetos de ovejas se asociaba a una mayor proliferación de los 
cardiomiocitos (Jonker SS y col,  2011). 
Además, muchos modelos de programación fetal asociados a RCIU reportaron 
alteraciones estructurales y funcionales a nivel vascular. Estos estudios mostraron que la 
restricción calórica y proteica durante la gestación, induce un remodelado en el espesor 
íntima-media y cambios en la composición de la matriz extracelular de la aorta y las arterias 
mesentéricas (Ozaki T y col, 2001; do Carmo Pinho FM y col, 2003; Alexander BT, 2003). 
Respecto a la función endotelial, se demostró una alteración en la respuesta vasodiatadora 
dependiente de endotelio en aorta, arterias carótidas y mesentéricas, de las crías nacidas 
de madres expuestas a una restricción proteica o calórica o hipoxia durante la preñez. A su 
vez, las crías macho presentaban una reducción en la relajación vascular más pronunciada 
que las hembras, y estas diferencias se asociaban a un aumento en la producción de 
especies reactivas del oxígeno (ERO), en la expresión del receptor de angiotensina II tipo 1 
(AT1) y a una disminución en la expresión de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y de 
la guanilato ciclasa soluble (Nuyt AM, 2008; Tomat AL y Salazar FJ, 2013).  
 
1.1.1.- Diferencias de sexo en los modelos experimentales de programación fetal  
Las diferencias de sexo observadas en diversos modelos animales de programación 
fetal están determinadas principalmente por diferencias en los patrones genéticos, 
transcripcionales y morfológicos del desarrollo, así como por la influencia de las hormonas 
esteroideas (Aiken CE y Ozzane SE, 2013). (Tabla 1.1) 
Las hembras presentan menor riesgo de ECV que los machos debido principalmente 
a la protección estrogénica. Sin embargo, esta diferencia de sexo desaparece luego de la 
menopausia o de la ovariotomía (Ojeda NB y col, 2007, 2008). En modelos de programación 
fetal inducidos por reducción de la perfusión uterina, las crías machos presentan RCIU, HTA 
y un incremento de dos veces en los niveles de testosterona circulante. La castración abole 
la HTA de estas ratas en la vida adulta, demostrando la importancia de la testosterona en la 
etiología de la HTA inducida por RCIU en este modelo de programación fetal. Por otro lado, 
las hembras presentan un RCIU pero son normotensas luego de la pubertad (Alexander BT, 
2003). Los niveles de estradiol de estas crías no difieren de los controles tanto antes como 
después de la pubertad. Sin embargo, las ratas ovariectomizadas muestran un incremento 
de la presión arterial, y la restitución de los niveles plasmáticos de estradiol revierte el 
incremento de presión arterial observado luego de la ovariotomía en estas ratas. Esto 
indica una importante participación de los estrógenos en el desarrollo de ECV programadas 
in útero.  
Hallazgo similares se observan al reducir en un 9% el aporte proteico de la dieta 
materna (vs el 20%, que es el normal contenido proteico en una dieta para roedores): las 
crías macho, presentan HTA mientras que las hembras se mantienen normotensas, 
requiriéndose una restricción proteica más severa (5% vs 20%) para que incrementen sus 
niveles de presión arterial. Sin embargo, las concentraciones circulantes de testosterona de 
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estos animales no difieren de los controles y la castración no logra abolir la HTA 
programada por la exposición prenatal a la restricción proteica materna. Esto indica que la 
programación de HTA ante esta injuria nutricional prenatal no es dependiente de los niveles 
de testosterona circulantes, sin embargo el rol de los estrógenos no ha sido investigado en 
este modelo (Woods LL y col, 2001, 2010).  
A su vez, se ha comprobado que existen modelos de programación fetal en los 
cuales las hembras son más afectadas que los machos. En este sentido, el aporte de una 
dieta rica en grasas durante periodos críticos del desarrollo indujo un aumento de la 
presión arterial sólo en hembras (Khan IY y col, 2003).  
No están claros aún los mecanismos por los cuales se desarrolla una susceptibilidad 
diferencial a diversas patologías ante la exposición a diferentes agresiones durante la vida 
prenatal y postnatal temprana. Numerosos estudios experimentales remarcan la 
importancia del estrés oxidativo en la programación de la HTA e indican que la modulación 
del estado oxidativo por las hormonas sexuales contribuiría al dimorfismo sexual observado 
en la programación de ECV (Ojeda NB y col, 2012; Xiao D y col, 2013). En el modelo de 
insuficiencia placentaria, las crías macho con RCIU e HTA, presentan un aumento en los 
marcadores de estrés oxidativo renal, mientras que las crías hembras con RCIU y 
normotensión muestran un aumento de la expresión y actividad de catalasa, que lograría 
prevenir un incremento de las ERO. Más aún se reportó en este modelo que el tratamiento 
con tempol, mimético de la actividad de superóxido dismutasa (SOD), abolía la HTA en los 
machos, indicando que el incremento en el estado oxidativo contribuye a la programación 
fetal de la HTA (Ojeda N y col, 2012). Resultados similares se observaron en el modelo de 
programación fetal de HTA por restricción proteica materna (Stewart T y col, 2005). Esto 
demuestra mecanismos en común en la programación fetal de HTA arterial, a pesar de ser 
diferentes las injurias prenatales. Se desconoce si la testosterona contribuye al incremento 
de ERO en la programación fetal de HTA, sin embargo, en las hembras se observó una 
activación de los sistemas antioxidantes y la ovariotomía, o perdida de sus hormonas 
sexuales, podría inducir la producción de ERO y contribuir al desarrollo de ECV en las crías 
con RCIU (Intapad S y col, 2014). 
Numerosos estudios relacionan también las diferencias de sexo con mecanismos 
epigenéticos (Webster AL y col, 2013). La insuficiencia útero-placentaria en ratas, programa 
cambios específicos de sexo en el patrón de metilación de la 11β-hidroxiesteroide 
dehidrogenasa-2 (11β-HSD2), una enzima involucrada en la sensibilidad renal a los 
glucocorticoides (Baserga M y col, 2010). Por otro lado, la restricción proteica maternal 
programa alteraciones en el patrón de metilación del gen de la enzima convertidora de 
angiotensina (ECA) en el cerebro fetal (Goyal R y col, 2010) y del gen del receptor de AT1b 
en la glándula adrenal a las 4 semanas de vida (Bogdarina I y col, 2007). 
Por otra parte, estudios de programación fetal realizados en ratones demostraron 
que las placentas de las crías hembras se adaptan mejor que la de los machos ante diversas 
injurias prenatales (Wilcoxon JS y col, 2003; Gallou-Kabani C y col, 2010; Mao J y col, 2010). 
Esto sugiere una protección en las hembras que amortiguaría mejor los efectos adversos de 
la exposición a estresores y mantendría a los fetos en condiciones óptimas, maximizando 
las posibilidades de una preñez y lactancia exitosa. Uno de los mecanismos posiblemente 
involucrados en la maleabilidad placentaria relativa de las placentas de hembras es la 
alteración en la actividad y expresión de la 11β-HSD2 (Wilcoxon JS y col, 2003; Stark MJ y 
col, 2009). 
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El dimorfismo sexual en términos de gastos energéticos e inversión en el feto 
determinaría una ventaja de supervivencia para la especie en general. Sin embargo, la 
biología evolutiva define a los mamíferos masculinos como el sexo más “costoso” para la 
madre, por lo tanto la energía invertida en adaptaciones tisulares ante diversos estresores 
estaría invertida preferencialmente en la descendencia femenina, cuya fisiología general y 
reproductiva debe ser preservada para asegurar la reproducción y lactancia (Rickard IJ y col, 
2007; Mathews F y col, 2008). Este tipo de mecanismo adaptativo se observa en diversos 
modelos de programación fetal, donde se observa que el desarrollo somático de las crías 
machos no es priorizado respecto al resto de la camada formado por crías hembras 
(Langley-Evans SC y col, 1996; Kwong WY y col, 2000; Ozaki T y col, 2001; Alexander BT, 
2003; Woods LL y col, 2005, Loria  AS y col, 2007). 
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Tabla 1.1: Estudios que demuestran las principales diferencias de sexo en los modelos de 
programación fetal realizados en varias especies (Adaptado de Aiken CE y Ozzane SE, 2013) 
Referencias Resultado principal Modelo 
 Modelos animales con efectos sólo en machos  
Langley-Evans 
SC y col, 1996 
Dieta baja en proteínas: eleva la presión arterial en crías macho y no en hembras Rata 
Kwong WY y col 
2000 
Dieta baja en proteínas: eleva la presión en crías macho  Rata 
Ozaki T y col, 
2001 
La restricción de nutrientes (30%) aumenta la presión arterial en crías macho Rata 
Dodic M y col 
2002 
La exposición a dexamentasona incrementa la presión arterial en crías machos  Oveja 
Alexander BT 
2003 
Perfusión uterina reducida: incremento sostenido de la presión arterial en las 
crías macho  
Rata 
Ortiz LA y col, 
2003  
Inyección prenatal de dexametasona: eleva sostenidamente la presión arterial 
en crías macho  
Rata 
McMullen S & 
Langley-Evans 
SC, 2005 
Dieta baja en proteínas: eleva la presión arterial y esto es dependiente de 
glucocorticoides sólo en crías macho  
Rata 
Woods LL y col, 
2005 
Dieta baja en proteínas: eleva la presión arterial y reduce el número de nefronas 
en las crías macho 
Rata 
Gilbert JS y col, 
2007 
La restricción de nutrientes altera la morfogénesis en las crías macho  Oveja 
Loria AS y col, 
2007  
Bloqueo postnatal temprano de la ANG II: aumenta la proteinuria y altera la 
capacidad de concentración de orina en las crías macho 
Rata 
Sinclair KD y 
col, 2007  
Reducción de metionina y vitamina B antes de la concepción: altera la presión 
arterial en crías macho 
Oveja 
Tang L y col, 
2009 
Exposición prenatal a betametasona: disminuye la tasa de filtrado glomerular y 
la excreción de sodio en las crías macho 
Oveja 
Reverte V y col, 
2011 
Bloqueo postnatal temprano de la angiotensina II y luego una dieta alta en 
proteínas lleva a insuficiencia renal en las crías macho 
Rata 
 Modelos animales con efectos sólo en hembras  
Khan IY y col, 
2003 
Una dieta alta en grasas aumenta la presión arterial en las crías hembras  Rata  
Wilcoxon JS y 
col, 2003 
La exposición a etanol disminuye los niveles de 11β-hidroxiesteroides 
deshidrogenasa-2 en las placentas y determina hipertrofia ventricular en las crías 
hembras.  
Rata 
Mao J y col, 
2010 
La dieta alta o baja en grasas produce un aumento más marcado en la expresión 
de genes placentales en las crías hembras. 
Ratón 
Gallou-Kabani C 
y col, 2010 
Una dieta alta en grasas determina hipometilación del ADN en placentas de 
hembras solamente.  
Ratón  
Vickers MH y 
col, 2011  
La exposición a fructosa determina menores pesos de la placenta, mayores 
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1.2.- DESNUTRICION O HAMBRE OCULTA  
Uno de los problemas nutricionales que afecta a la población, principalmente a 
niños y embarazadas, es lo que la Organización Mundial de la salud (OMS) y el Fondo de las 
Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) han definido como malnutrición o hambre 
oculta: un conjunto de carencias específicas de micronutrientes que se caracterizan por ser 
altamente prevalentes y de importancia en la salud infantil. La desnutrición oculta involucra 
a la deficiencia de zinc, de hierro, de vitamina A, de vitaminas del grupo B, de folatos y de 
ácidos grasos esenciales. Sus deficiencias son obviamente más comunes en individuos con 
desnutrición aguda, pero existen también en individuos de todas las clases sociales de buen 
peso e incluso sobrepeso (O´Donnell AM y Carmuega E, 1998; Tomat AL y col, 2011; Arranz 
CT y col,  2012). 
Las encuestas realizadas por el Centro de Estudios sobre Nutrición Infantil (CESNI) 
entre 1994 y 2005 en niños argentinos de diferentes provincias y niveles socioeconómicos, 
mostraron que el 84 % de los niños encuestados ingiere una dieta pobre en hierro, el 50 % 
pobre en zinc, el 60 % en vitamina C y el 33 % pobre en calcio. El 10 % de los niños de bajo 
nivel socioeconómico presentó baja talla y casi el 11 % exceso de peso, mientras que no se 
hallaron casos de desnutrición aguda. Este estudio revela que el problema alimentario de 
los niños pobres no siempre se focaliza en la falta de comida, sino en su calidad. En la 
Argentina de hoy, la desnutrición oculta constituye la alteración nutricional más frecuente, 
como así también en el resto de América Latina (Delgado H y Mejía L, 2001). Muchos de los 
niños ingieren dietas con alto contenido calórico pero pobres en micronutrientes, y el 
resultado de esta “desnutrición oculta” es una paradoja: niños de baja estatura y sobrepeso 
(Britos S y col, 2005).  
Las diversas causas de desnutrición oculta materna determinan un crecimiento 
fetal restringido, que aumenta el riesgo de muerte neonatal, así como un menor desarrollo 
físico luego del nacimiento hasta los 2 años de edad. A su vez, una lactancia sub-óptima 
determina un mayor riesgo de mortalidad en los primeros 2 años de vida. Se estima que la 
malnutrición global es una de las causas de las 3.1 millones de muertes infantiles por año o 
la causal del 45% de todas las muertes infantiles en 2011 (Black RE y col, 2013). 
 
1.2.1.- Deficiencia de zinc 
Los estudios realizados hasta el momento estiman que el 17.3% de la población 
mundial presenta una inadecuada ingesta de zinc, que se estima entre un 7.5% en regiones 
de altos recursos y un 30% en el sur de Asia (Wessells KR y Brown KH, 2012) (Figura 1.1). En 
nuestro país, la Encuesta de Nutrición y Salud realizada por la Dirección Nacional de Salud 
Materno Infantil del Ministerio de Salud de la Nación (ENNyS 2004-2005) revela que el 52% 
de las mujeres embarazadas, el 33% de mujeres en edad fértil y el 15.8 % de niños entre 6 
meses y 5 años presentan una ingesta inadecuada de zinc (Durán P y col 2011; Ministerio 
de Salud, 2008). De acuerdo a un reporte de la OMS, la deficiencia de zinc estaría entre los 
5 factores de riesgos más importantes para la salud en países en desarrollo y entre los 11 
factores de riesgo a nivel mundial (OMS, 2002).  
En la actualidad, los casos de deficiencia severa de zinc son poco comunes, 
mientras que su deficiencia moderada ha sido ampliamente reportada (Hambidge M, 
2000). Los grupos de la población más afectados, de cualquier estrato social, son los niños, 
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las mujeres durante el embarazo y la lactancia y los ancianos (Sandstead HH, 1995; Prasad 
AS, 1996). Ésta puede deberse a una disminución en la ingesta del zinc (anorexia nerviosa, 
malnutrición proteica, alimentación parenteral sin suplementación), a un aumento en las 
necesidades del organismo (crecimiento, embarazo, lactancia, infecciones), a un aumento 
en su excreción (diabetes mellitus, diarreas prolongadas, tratamiento con diuréticos, 
enfermedades renales y hepáticas crónicas, quemaduras extensas), a enfermedades 
genéticas (acrodermatitis enterohepática, silklemia), o a una disminución en su absorción 
intestinal (dietas pobres en alimentos de origen animal, alcoholismo, fumadores, 
enfermedades inflamatorias, malabsorción intestinal, competición con otros cationes 
divalentes (Calcio, Ca2+, Cobre, Cu2+, Hierro, Fe2+) (Vallee BL & Falchuck KH, 1993; Nishi Y, 
1996; Prasad AS, 1996; Prasad AS y col, 2004; Gibson RS, 2006; de Benoist B y col, 2007). 
En la bibliografía se describe que la deficiencia severa de zinc (Hambidge M, 2000) 
puede causar un descenso de la velocidad o la calidad del crecimiento, hipogonadismo en 
adolescentes, pérdida del apetito, anorexia, lesiones en la piel, letargia mental, cambios 
neurosensoriales, diarrea, retardo en la cicatrización de heridas, inmunosupresión e 
incremento en las tasas de infecciones. En la mayoría de los estudios se han encontrado 
correlaciones entre la disminución de la concentración de zinc plasmático y una serie de 
complicaciones durante el embarazo (Vallee BL& Falchuck KH, 1993; Prasad AS, 1996; 
Caulfield LE y col, 1999). Muchos estudios han demostrado que la suplementación dietaria 
de zinc es beneficiosa para revertir los efectos de su deficiencia en estas enfermedades 
(Ploysangam A y col, 1997). Por otra parte, los grados de deficiencia leve o moderada 
pueden manifestarse por alteraciones más leves de la función inmune, un descenso de la 
velocidad o de la calidad del crecimiento, hipogonadismo en adolescentes, piel áspera, 
pérdida del apetito, letargia mental, retardo en la cicatrización de las heridas y cambios 
neurosensoriales (Hambidge M, 2000).  
Sin embargo, poco se ha descripto acerca de los efectos de la deficiencia moderada 
de zinc sobre el sistema cardiovascular y renal, y menos aún, de cómo influye su deficiencia 
durante el crecimiento prenatal y postnatal sobre el desarrollo de patologías 













9 Introducción  
Figura 1.1: Prevalencia estimada de ingesta inadecuada de zinc de cada país (Adaptado de 
Wessells KR y Brown KH, 2012). 
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1.3.- METABOLISMO DE ZINC 
1.3.1.- Fuentes, biodisponibilidad, absorción, transporte y excreción del zinc 
El zinc constituye un micronutriente esencial que representa el 0.003% (2-4g) del 
contenido corporal en los seres humanos. Debido a que virtualmente este elemento no se 
encuentra como ion libre, su biodisponibilidad es función de la digestión y la absorción. La 
digestión ofrece la oportunidad de que el zinc se una a los componentes exógenos y 
endógenos en el lumen intestinal incluyendo péptidos, aminoácidos, ácidos nucleicos u 
otros ácidos orgánicos e inorgánicos como los fosfatos (Vallee BL y Falchuck KH, 1993). 
La principal fuente de zinc la constituyen los alimentos de la dieta. Los alimentos de 
origen animal, particularmente las carnes, mariscos y pescados son fuentes ricas en zinc, y 
su biodisponibilidad es alta ya que durante su digestión se liberan ciertos aminoácidos 
como la lisina y la histidina, que forman complejos solubles con el zinc y facilitan su 
absorción. La biodisponibilidad de este mineral en la leche humana es mayor que en la 
leche de vaca o en las formuladas para lactantes. Los cereales, legumbres, verduras y frutas 
constituyen también alimentos ricos en zinc. Sin embargo, los mismos presentan altas 
concentraciones de fitatos y de fibra dietaria que inhiben la absorción intestinal de zinc al 
formar complejos insolubles (Wise A, 1995; Sandstrom B, 1997; Trumbo P y col, 2001). 
Además, los métodos de preparación de las comidas, la acidez de los alimentos, el material 
de los utensilios y contenido de las aguas (que puede variar entre 3 y 2000 µg/L) también 
son factores que afectan el contenido de los alimentos consumidos y, por consiguiente, la 
ingesta (Pita Martin de Portela ML, 2015).   
Por otra parte, una considerable cantidad de zinc ingresa al intestino a través de 
fuentes endógenas como las secreciones pancreáticas, biliares o intestinales y las células 
mucosas descamadas (Torres Acosta R y Bahr Valcarel P, 2004). 
La mayor parte del zinc es absorbido en el intestino delgado, principalmente en el 
yeyuno, a través de un proceso transcelular y mediante transportadores (McMahon RJ & 
Cousins RJ, 1998). El zinc absorbido pasa a la circulación portal unido principalmente a la 
albúmina, para ser transportado rápidamente al hígado. Este órgano contiene reservas 
móviles de zinc y es considerado un pool de zinc independiente del resto del organismo 
(Lowe NM y col, 1993). Su distribución a los tejidos extra-hepáticos se produce a través del 
plasma, en el que se encuentra aproximadamente el 10-20% del zinc total del organismo. El 
plasma, considerado el pool de zinc de intercambio más rápido, lo transporta unido 
débilmente a la albúmina (70%) y más firmemente a α2-macroglobulina (25%) y a 
aminoácidos como la histidina y cisteína (5%) (Chesters JK, 1997). 
El zinc se encuentra en la totalidad de las células, pero existe con mayor 
abundancia en determinados tejidos. El músculo esquelético, el hueso y los eritrocitos 
contienen el 90% del zinc total del organismo (Torres Acosta R y Bahr Valcarel P, 2004).  
La excreción de zinc se realiza a través de las heces, las secreciones pancreáticas, 
biliares o intestinales, la orina, la descamación de células epiteliales de la superficie 
corporal e intestinal, el pelo, el sudor, el semen y la menstruación. Sin embargo, su 
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1.3.2.- Requerimientos nutricionales de zinc  
Los requerimientos diarios de zinc varían con la edad, el sexo y el estado fisiológico. 
En los humanos, la ingesta diaria recomendada es de 2 mg/día hasta los 6 meses de edad, 
de 3 mg/día hasta los 3 años, de 5 mg/día hasta los 8 años y de 8 mg/día hasta los 13 años 
(para ambos sexos). En la mujer adulta es de 9 mg/día mientras que en el varón adulto es 
de 11 mg/día. 
Los criterios generales para establecer las cifras de ingesta diaria recomendada 
tienen en cuenta que las dietas occidentales, tienen una biodisponibilidad de zinc del 30% 
solamente. Esto nos lleva a que, si bien los requerimientos diarios de un adulto, en 
promedio, son de 2,2 mg/día, en base a la baja biodisponibilidad de zinc en la dieta, los 
valores de ingesta diaria recomendada son de 11 mg/día. Los factores que determinan la 
biodisponibilidad de zinc en la dieta son el contenido proteico y la relación calcio/ fitato. 
Los fitatos o el ácido fítico son potentes inhibidores de la absorción intestinal del zinc, ya 
que forman complejos fitato-zinc insolubles, imposibles de ser absorbidos (Lönnerdal B, 
2000). El contenido de Ca2+ y las sales de Ca2+, también son considerados inhibidores de la 
absorción de zinc. Se debe tener en cuenta que en muchos países latinoamericanos  el 
contenido de fitatos en la dieta suele ser elevado (relación molar fitato/zinc >15/1) y 
conjuntamente con elevado aporte de Ca2+ derivado de la nixtamalización del maíz (cocción 
de maíz con agua y cal para remover la cascara) y, el bajo consumo de proteína animal, 
podrían ser las principales causas responsables de la amplia prevalencia de la deficiencia de 
zinc en las poblaciones latinoamericanas.   
Durante el embarazo, los requerimientos de zinc están aumentados a 11 mg/día 
(Trumbo P y col, 2001). Fisiológicamente, los niveles séricos de zinc disminuyen durante 
esta etapa, principalmente debido a la hemodilución. Además, su absorción intestinal no 
está aumentada y por lo tanto los requerimientos adicionales de zinc por el feto y la 
placenta deben provenir de una mayor ingesta o de los tejidos maternos. La ingesta 
insuficiente de zinc agrava aún más la caída de este mineral en el embarazo. 
Durante la lactancia, los requerimientos de zinc también están aumentados a 9,5-
13 mg/día. Es importante incorporar un adecuado aporte dietario de zinc durante esta 
etapa, dado que la leche materna contiene más de 2 mg de zinc en los primeros 4 meses y 
las mujeres necesitan 6mg extra cada día para cubrir esos requisitos (Caulfield LE y col, 
1999). Respecto a la leche materna se acepta una variabilidad de 12,5% en su contenido y 
una biodisponibilidad del 80% cuando la lactancia materna es exclusiva. En el caso de 
lactantes que reciben fórmulas, la biodisponibilidad suele ser moderada o baja cuando se 
consumen alimentos complementarios según el contenido de fitatos de los mismos.  
 
1.3.3.- Evaluación del estado nutricional de zinc  
No existe un único indicador bioquímico para evaluar el estado nutricional del zinc, 
ni características clínicas patognomónicas de la deficiencia de este micronutriente. Sin 
embargo, la concentración de zinc en plasma o suero es el único indicador bioquímico 
recomendado por la OMS/UNICEF/IAEA/IZiNCG para evaluar el estado nutricional de este 
micronutriente en la población. Esta recomendación fue realizada luego de evaluar la 
respuesta de este indicador bioquímico ante la suplementación con zinc en individuos y 
poblaciones. (WHO/UNICEF/IAEA/IZiNCG, 2007; IZiNCG, 2007b).  
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Existen otros indicadores bioquímicos, como la concentración de zinc en pelo, en 
glóbulos rojos, leucocitos o neutrófilos que permiten evaluar el estado de los depósitos de 
zinc a largo plazo, pero no la ingesta actual. El uso de las concentraciones de zinc en pelo es 
controversial, ya que puede variar con la edad, el sexo, la tasa de crecimiento, el sitio de 
extracción de la muestra y la contaminación del mismo con champú o tierra.  Por otra 
parte, la actividad de metaloenzimas dependientes de zinc, como la fosfatasa alcalina, la 
ECA tipo I, la SOD extracelular, la nucleósido fosforilasa y la ecto purina 5’ nuceotidasa, ha 
sido propuesta como indicador funcional. Sin embargo, estas determinaciones suelen ser 
engorrosas y los resultados suelen ser inespecíficos, no siempre relacionándose con el 
estado nutricional del zinc. Por último, el uso de marcadores cinéticos, como los isótopos, 
permiten evaluar los depósitos zinc de intercambio rápido y las tasas de depuración del 
mismo (excreción y recambio) en un intervalo de 1 a 2 meses. Sin embargo, el mismo no es 
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1.4.- FUNCIONES DEL ZINC EN LOS SISTEMAS BIOLÓGICOS 
1.4.1.- BIOLOGÍA CELULAR DEL ZINC  
1.4.1.1.- El zinc intracelular  
Fisiológicamente la mayoría del zinc intracelular se encuentra unido a proteínas y 
ácidos nucleicos, distribuyéndose aproximadamente un 40% en el núcleo, un 50% en el 
citoplasma y un 10% en las membranas (Vallee BL y Falchuk KH, 1993; Little PJ y col, 2010). 
Según Costello y col, en los sistemas biológicos de los mamíferos, el zinc puede encontrarse 
de tres formas:  
1.- el zinc inmóvil no intercambiable y no reactivo, el cual se encuentra unido 
fuertemente a proteínas y corresponde al 54% del pool de zinc 
2.- el “zinc móvil reactivo” el cual se encuentra unido no fuertemente a ligandos y 
es un pool intercambiable de zinc (44,7%) 
3.- el pool de zinc reactivo o zinc libre (<1%).  
El zinc está asociado a proteínas, mediante su interacción con residuos de cisteína, 
y se relaciona con la actividad de numerosas metaloenzimas, proteínas estructurales y 
factores de transcripción, ya sea por formar parte constitutiva de sus moléculas o por ser 
requerido como co-factor. Esto refuerza el hecho de que este micronutriente está 
involucrado en muchos de los procesos celulares (Lee SR y col, 2010). Además, participa en 
las cascadas de fosforilación/des-fosforilación y actúa como un segundo mensajero en el 
sistema de señalización (Korichneva I y col, 2002; Korichneva I, 2006).  
A su vez, el zinc actúa como sensor redox del metabolismo celular, ya que los iones 
de zinc afectan los mecanismos que sensan el estado redox y, viceversa, el estado redox 
afecta el metabolismo del zinc. Un aumento del estrés oxidativo intracelular puede liberar 
el zinc de sus sitios de unión a las proteínas, en las cuales cumple diferentes funciones 
(Figura 1.2).  El zinc liberado podría entonces actuar, sobre diferentes vías de transducción 
de señales, modificando el metabolismo mitocondrial y afectando el estado redox de la 
célula. Sin embargo, diferentes concentraciones de zinc intracelular pueden también 
aumentar la capacidad anti-oxidante de la célula o inducir la liberación de ERO.  
Por otro lado, se postula que, intracelularmente, el zinc puede 
compartimentalizarse y que las variaciones considerables de zinc son a nivel del zinc libre y 
no en su contenido total. Estas consideraciones determinan que el estudio de este metal 
sea diferente al de otros reguladores de las funciones celulares (vitaminas, etc), en los 
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Figura 1.2: Iones de zinc intracelular y su flexibilidad química en un ambiente redox 




1.4.1.2.- El transporte y almacenamiento intracelular de zinc  
La homeostasis celular requiere de un adecuado transporte y almacenamiento de 
zinc (Figura 1.3). Se han descripto 10 exportadores (ZnT) y 15 importadores de zinc (Zip), 
cuya expresión es específica del tejido y de la sensibilidad heterogénea a la deficiencia y 
exceso de zinc en la dieta, así como a estímulos fisiológicos inducidos por hormonas o 
citoquinas (Liuzzi JP y Cousins RJ, 2004). Los exportadores ZnT promueven el flujo de zinc 
desde el citoplasma a las organelas o a través de las membranas celulares. Solo el ZnT1 
transporta zinc a través de la membrana plasmática, mientras que los otros ZnT asisten en 
el ingreso del zinc hacia vesículas llamadas zincosomas (Palmiter RD y col, 1995; Sensi SL y 
col, 2002). Por otro lado, los importadores Zip son los responsables principalmente del flujo 
de zinc hacia el espacio intracelular y la liberación de zinc desde los zincosomas (Sensi SL y 
col, 2002). Existen otros canales de ingreso intracelular de zinc como los canales de calcio 
tipo L (Atar D y col, 1995). El mecanismo por el cual este canal es permeable a zinc no se 
conoce, sin embargo, se ha demostrado que, en presencia de calcio, el zinc puede ingresar 
a las células (Atar D y col, 1995). Se ha descripto también un transportador sodio/zinc 
importante para el transporte transmembrana de zinc, sin embargo, se requieren más 
estudios para confirmar esta función (Ohana E y col, 2004). Tanto los transportadores ZnT 
como los Zip no son dependientes de energía y su expresión está regulada por los niveles 
de zinc (Powell SR y col, 1995).  
Además de los transportadores, se han descripto sitios específicos de 
almacenamiento para el zinc. Estos incluyen los zincosomas, las mitocondrias y las 
metalotioneinas (MTs) (Maret W y Vallee BL, 1998). Las MTs son proteínas ricas en cisteína 
que unen metales pesados y promueven su detoxificación, ayudando a proteger a la célula 
ante un aumento del estrés oxidativo y de los procesos apoptoticos. Hay 13 isoformas de 




Ión de Zinc 
 
El zinc está coordinado por  los grupos sulfidrilos de las proteínas y es liberado ante la oxidación 
del grupo sulfuro (Adaptado de Little P y col, 2010). 
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proteínas es de fácil intercambio con otras proteínas, es decir, el zinc puede liberarse de las 
mismas y unirse a otras, por ejemplo, ante un aumento del estrés oxidativo.  
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1.4.2.- FUNCIONES DEL ZINC EN  LOS SISTEMAS BIOLÓGICOS    
La distribución ubicua del zinc en el organismo, sus propiedades fisicoquímicas y su 
asociación estable con macromoléculas, hacen que este micronutriente cumpla amplias 
funciones en los sistemas biológicos (Figura 1.4). Entre ellas, el zinc permite controlar la 
expresión de genes al formar parte de muchos factores de transcripción como receptores 
hormonales nucleares para esteroides, la hormona tiroidea y la vitamina D (Favier AE, 1992, 
Vallee BL & Falchuck KH, 1993, Meier CA, 1997). Por otra parte, es necesario para la síntesis 
de coenzimas como el piridoxal-5-fosfato y la flavina adenina difosfato (FAD), ambos 
involucrados en cientos de reacciones enzimáticas (Churchich JE, 1989). Este elemento 
también modularía la transmisión sináptica mediada por el GABA y bloquearía los canales 
de calcio a nivel presináptico, inhibiendo la liberación de neurotransmisores (Harrison NL & 
Gibbons SJ, 1994). 
Se ha demostrado que el zinc es esencial para la actividad de más de 300 enzimas, 
involucradas en la utilización de la energía, la síntesis de proteínas, la transcripción de 
genes y el metabolismo de lípidos, de hidratos de carbono y de ácidos nucleicos (Cousins RJ 
y cols, 1999; O´Dell BL, 2000; De Portela MLPM, 1993). Es por ello que este micronutriente 
cumple también una función importante en los sistemas inmune, endócrino y reproductor 
(Vallee BL & Falchuck KH, 1993). Por otra parte, niveles adecuados de zinc son necesarios 
para la actividad de diferentes enzimas que tienen un papel importante en la regulación del 
sistema cardiovascular y del equilibrio hidro-salino. Entre ellas se encuentran la ECA, las 
endopeptidasas neutras y la óxido nítrico sintasa (NOS), que incorporan zinc en su 
estructura (Corti R, 2001; Zou MH y col, 2002). 
Muchos trabajos realizados en cultivos celulares, en modelos animales y en 
humanos demostraron que este micronutriente actúa como un agente anti-oxidante, anti-
apoptótico, anti-inflamatorio y estabilizante de las membranas celulares en los diferentes 
sistemas del organismo. Estudios realizados en humanos han reportado una asociación 
entre las alteraciones en el metabolismo del zinc, que conducen a su deficiencia, y la 
etiopatogénesis de ECV como la hipertensión arterial primaria (Bergomi M y col, 1997; 
Chiplonkar SA y col, 2004; Tubek S, 2005; Frustaci A y col, 2012).  Más aún, trabajos previos 
han observado altos niveles de cobre y bajos niveles de zinc en pacientes con 
cardiomiopatía isquémica (Shokrzadeh M y col, 2009). La deficiencia de zinc es frecuente en 
los pacientes con insuficiencia cardiaca y tiene efectos deletéreos. Esta deficiencia suele ser 
El zinc es absorbido a nivel intestinal y llega a la circulación, donde es transportado a los tejidos, 
unido principalmente a la albúmina (70%) y a la globulina (25%). Por lo tanto, variaciones en las 
concentraciones de albúmina o el incremento de ácidos grasos libres circulantes, que interfieren 
en la unión del zinc a la albúmina pueden alterar el ingreso de este micronutriente a las células. 
La biodisponibilidad de zinc intracelular está determinada por los niveles de metalotioneínas 
(MTs) y de los importadores (ZIP) y exportadores (ZnT) de zinc en las membranas, así como del 
estado redox celular y el pH. Los ZIPs y ZnTs localizados en las membranas de las organelas tienen 
funciones inversas a los de la membrana plasmática. El zinc extracelular que ingresa a la célula es 
traslocado, mediante los ZnTs, a los sitios de almacenamiento, como el retículo endoplásmico o 
el aparato de Golgi. Inversamente, el zinc almacenado puede ser liberado al citosol mediante los 
ZIPs. La activación del factor de transcripción que responde a la unión de metales-1 (MTF-1) 
aumenta la expresión de MTs y por lo tanto reduce los niveles de zinc libre. Dependiendo del tipo 
celular se expresan diferentes ZIPs, ZnT y MTs, los cuales determinan diferentes respuestas ante 
los mismos valores de zinc (Adaptado de Lee SR y col, 2010). 
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secundaria debido a una menor absorción intestinal y mayor excreción urinaria asociada al 
consumo de diuréticos. Por otro lado, el uso de otros medicamentos para tratar esta 
enfermedad, como los inhibidores de la  ECA y bloqueantes del receptor de angiotensina, 
también pueden alterar el metabolismo del zinc, conduciendo, paradójicamente, a una 
deficiencia de zinc secundaria, que agravaría aún más la patología (Witte KK y col, 2006).  
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Muchos tejidos y órganos están influenciados por el zinc. Los niveles intracelulares están 
regulados principalmente por las metalotioneínas (MT), los exportadores (ZnT) e importadores 
(ZIP). La acción del zinc puede iniciarse en minutos, a partir de la modificación de proteínas 
involucradas en las señales de transducción o en la actividad enzimática, o más tardíamente, 
mediando la regulación de genes. Por lo tanto, cualquier alteración en la homeostasis del zinc, ya 
sea exceso o deficiencia, puede conducir a mal funcionamiento celular y eventualmente, al daño 
celular (Adaptado de Lee SR y col, 2010).  
Transducción de señales 
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1.4.2.1.- Funciones del zinc en el tejido cardíaco  
En los cardiomiocitos, la concentracion fisiológica de zinc libre intracelular es menor 
a 1 nM y es 100 veces menor a las de Ca2+ (Vallee BL y Falchuk KH, 1993; Kamalov G y col, 
2009). Esta baja abundancia relativa de zinc sugiere su funcionalidad como segundo 
mensajero. Una gran proporción del zinc libre se acumula en estructuras celulares 
específicas como en el retículo sarcoplasmático (RSP) (Atar D y col, 1995), en el cual se ha 
descripto la presencia de calsecuestrina, una proteína que une hasta 200 moles de zinc libre 
por mol de proteína (Turan B y col, 1997). Por lo tanto, el zinc a nivel cardiaco actuaría 
como modulador de muchos procesos relevantes para el miocardio, entre ellos el 
acoplamiento excito-contráctil.  
Los niveles de zinc intra y extracelular modulan los movimientos de Ca2+ 
transmembrana, a través del canal de calcio tipo L, al influenciar sus niveles de 
fosforilación, la oxidación de sus grupos sulfihidrilos y su nitrosilación. Por ejemplo, se ha 
reportado que bajas concentraciones de zinc (nM) podrían evitar el ingreso de Ca2+ al 
interior celular, al inhibir la apertura de los canales de calcio tipo L, suprimiéndose la 
liberación de Ca2+inducida por Ca2+, esencial para el desencadenamiento de la contracción 
celular de corazón (Alvarez-Collazo J y col, 2012; Yi T y col, 2013). Además, se observó que 
niveles bajos de zinc intracelular (＜1 nM) podrían inhibir a la enzima adenilato ciclasa (AC), 
reduciendo la respuesta ante estimulación β-adrenérgica (Alvarez-Collazo J y col, 2012). Por 
otro lado, estudios en aurículas aisladas de ratas estimuladas eléctricamente, han 
demostrado que concentraciones de zinc de 10-4 M disminuyen logarítmicamente la fuerza 
contráctil en función del tiempo, y esto estaría relacionado a una desregulación en el 
manejo del Ca2+ (Ciofalo FR y Thomas LJ Jr, 1965). En cobayos, la administración de bajas 
concentraciones de zinc libre causa bradicardia sinusal mientras que altas concentraciones 
de zinc (30 µM) determina diversos tipos de arritmias. (Evangelou A y Kalfakakou V, 1993). 
En humanos, la fracción de eyección aumenta con el contenido de zinc cardíaco (Oster O y 
col, 1993) y la suplementación con zinc a una solución cardiopléjica (solución que induce el 
paro cardiaco para la realización de cirugías a corazón abierto o extracción para trasplante) 
revierte la perdida de función sistólica (Powell SR y col, 1995).  
Diversos estudios asocian el zinc con la función contráctil, más específicamente al 
acoplamiento excito-contráctil. Sin embargo, no muchos evalúan los mecanismos 
específicos mediante los cuales este micronutriente estaría modulando la contractilidad. Es 
sabido que los movimientos de zinc intracelular están controlados por el Ca2+ intracelular. 
En un estudio en miocitos aislados, estimulados eléctricamente por electrodos a 0,2 Hz, se 
reportó la existencia de transitorios de zinc con cinética similar a los de Ca2+. Similarmente, 
en células sin estímulo se demostró la existencia de sparks de zinc con cinética similar a las 
del Ca2+. Por otro lado, en este mismo estudio se observó que la liberación de Ca2+ desde el 
RSP, inducida por Ca2+ extracelular, estimulaba la liberación de zinc desde sus sitios de 
almacenamiento. (Tuncay E y col, 2011).  
Otros autores sugieren que mantener una relación óptima zinc/Ca2+ intracelular en 
los cardiomiocitos y en la mitocondria es necesaria para combatir el estrés oxidativo. Estos 
autores reportaron que un aumento de Ca2+ intracelular y mitocondrial se asociaba a un 
aumento del estrés oxidativo, mientras que el aumento de zinc intracelular y mitocondrial 
presentaba efectos anti-oxidantes, acompañando la inducción de anti-oxidantes como las 
MTs-1 y glutatión peroxidasa (GPx) (Kamalov GPA y col, 2009). Por lo tanto, en vista de 
estos descubrimientos, se sugiere que el óptimo manejo de Ca2+, que determina una 
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liberación de zinc inducida por Ca2+, permite mantener la relación zinc/Ca2+ intracelular y 
por tanto el estado redox de la célula (Tuncay E y col, 2011).  
 
1.5.- ESTRÉS OXIDATIVO Y PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL ZINC  
1.5.1.- Estrés oxidativo  
El estrés oxidativo es una situación en la que las concentraciones intracelulares de 
las ERO se encuentran incrementadas por sobre los valores fisiológicos. Puede producirse 
por un aumento en la velocidad de la producción de especies oxidantes, una disminución 
en los niveles de los sistemas anti-oxidantes o una combinación de ambas situaciones. Las 
ERO se producen en forma continua y bajo condiciones aeróbicas. Entre ellas encontramos 
al anión superóxido (O2.-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (HO.) y los 
peroxinitritos (ONOO-) (Nickenig G y Harrison DG, 2002; Ray R y Shah AM, 2005). El O2.- 
puede rápidamente unirse a óxido nítrico (NO) para formar ONOO- o convertirse en H2O2 
para formar radicales HO. (Li JM y Shah AM, 2004), (Figura 1.5).   
Las ERO pueden ser generadas por múltiples fuentes como la cadena respiratoria 
mitocondrial, las células fagocíticas, las enzimas citocromo P450, las xantino oxidasas, las 
nicotinamida dinucleótido fosfato reducido (NADPH) y nicotínamida dinucleótido reducido 
(NADH) oxidasas, la NOS desacoplada, las cicloxigenasas y las lipoxigenasas (Castro L y 
Freeman BA, 2001; Lachance PA y col, 2001; Griendling KK y FitzGerald GA, 2005) 
Fisiológicamente, las defensas anti-oxidantes de nuestro organismo son capaces de 
adaptarse a los cambios en los niveles de estos compuestos oxidantes, pudiendo prevenir o 
retardar la oxidación de sustratos y mantener bajos los niveles de los estados estacionarios 
de las ERO. Las defensas anti-oxidantes incluyen las enzimas SOD, la glutatión peroxidasa 
(GPx) y catalasa (CAT). Los mecanismos y reacciones de las enzimas anti-oxidantes se 
describen en la Figura 1.5. 
Existen también otras sustancias con capacidad antioxidante que pueden 
producirse en el organismo o provenir de la dieta. Entre ellos se encuentra el glutatión, un 
tripéptido de glicina, ácido glutámico y cisteína (1-10 mM). Su actividad anti-oxidante se 
debe a la capacidad reductora del grupo tiol de la cisteína y es considerado un estimador 
fiable del estrés oxidativo. Puede actuar como cofactor en las reacciones catalizadas por la 
GPx, proteger la oxidación de grupos sulfhidrilos esenciales de las proteínas y reaccionar 
con radicales libres (O2.-; HO.), (Takimoto E y col, 2007; Iyer A y Brown L, 2009).  
Entre otros anti-oxidantes no enzimáticos se encuentran vitaminas (vitamina E, A, 
C, Coenzima Q, β-carotenos), proteínas (albúmina, ceruloplasmina, lactoferrina, 
transferrina), minerales (selenio, zinc) y otros metabolitos como el ácido úrico, la 
bilirrubina y la eritropoyetina (Shoji H y  Koletzko B, 2005). En condiciones fisiopatológicas, 
la producción de ERO  puede exceder a la actividad de las defensas anti-oxidantes, 
produciéndose daño oxidativo de diferentes componentes celulares, como los ácidos 
nucleicos, las proteínas, los lípidos y otras macromoléculas, (Cai H y Harrison DG, 2000; 
Vaziri ND, 2008; Sies H, 2007; Majzunova M y col, 2013) De este modo,  las ERO pueden 
modular cascadas de señalización intracelulares, que conducen a la disfunción celular y/o 
tisular, al reclutamiento, activación de células del sistema inmune y a la muerte celular (Li 
JM y Shah A, M 2004; Kobashigawa JA, 2006). 
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La superóxido dismutasa (SOD), convierte al anión superóxido (O2.-) en peróxido de hidrógeno 
(H2O2). Existen dos tipos de SODs: las cobre, zinc-superóxido dismutasas (Cu, Zn-SOD), localizadas 
en el citosol y el líquido extracelular y las manganeso superóxido dismutasas (Mn-SOD) que se 
expresan en las mitocondria. El H2O2 es reducido a agua y oxígeno molecular por la catalasa 
(CAT), que se localizada principalmente en peroxisomas, lisosomas, mitocondrias y plasma.  En el 
citosol, la glutatión peroxidasa (GPx) provee un mecanismo de protección efectivo al catalizar la 
reducción de los hidroperóxidos orgánicos (ROOH) e inorgánicos (H2O2), utilizando glutatión 
reducido (GSH) como agente reductor.  El glutatión oxidado (GSSG) generado en estas reacciones 
puede ser nuevamente reducido mediante la glutatión reductasa (GR) y el NADPH.  El NO posee 
una función dual, ya que es un radical libre altamente reactivo con el O2.-, y puede generar 
especies reactivas de nitrógeno, como los peroxinitritos (ONOO-). 
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1.5.2.- Estrés oxidativo y enfermedades cardiovasculares  
Es de gran interés el rol del estrés oxidativo en la patogénesis de la HTA y las ECV. 
Los mecanismos mediante los cuales las ERO producen estas enfermedades son un área de 
intensa investigación. En la vasculatura, es sabido que las ERO inducen vasoconstricción y 
remodelado vascular hipertrófico, aumentando la resistencia vascular sistémica, 
comúnmente hallada en humanos con HTA (Zhang X y col, 2012).  
A nivel del miocardio, el estrés oxidativo está asociado a efectos deletéreos como la 
apoptosis celular, la activación de factores de transcripción y cascadas de señalización que 
inducen hipertrofia, (Sabri A y col, 2003), fibrosis (Zhou S y col, 2014), disfunción y 
dilatación.  
Las ERO inducen hipertrofia al estimular la producción de Angiotensina II y a los 
receptores α-adrenérgicos (Xiao L y col, 2001; Tanaka K y col, 2001. Nakamura K y col, 1998; 
Delbosc S y col, 2002; Amin J y col, 2001). También afectan el remodelado cardíaco ya que 
estimulan a los fibroblastos miocárdicos (Cheng TH y col, 2003), regulan la síntesis de 
colágeno y activan las metaloproteasas de la matriz (Siwik DA y col, 2001; Spinale FG, 2002; 
Sorescu D y Griendling KK, 2002).  
Por otro lado, las ERO juegan un rol crítico en la estimulación de la apoptosis en los 
miocitos, las células endoteliales y los fibroblastos miocárdicos. Los mecanismos 
involucrados incluyen daño al ADN y a la mitocondria y la activación de vías de señalización 
de kinasas pro-apoptóticas. La estimulación es dosis dependiente, ya que a altas 
concentraciones de ERO, la apoptosis aumenta y a bajas concentraciones ocurre lo opuesto 
(Kwon SH y col, 2003).  
Por último, las ERO modulan importantes canales iónicos y vías metabólicas básicas 
en los cardiomiocitos, afectando directamente las propiedades electrofisiológicas y el 
metabolismo (Umar S y vanderLaarse A, 2010). Específicamente, las ERO modulan 
directamente componentes del acoplamiento éxcito-contractil,  como la proteína SERCA. 
(Kawakami M y Okabe E, 1998). Las ERO atacan los sitios de unión a ATP de la SERCA, 
induciendo una sobrecarga de calcio intracelular que conlleva al daño miocárdico (Xu KY y 
col, 1997; Adachi T y col, 2004). Además, ha sido demostrado que la oxidación de los grupos 
sulfhidrilos de los receptores de rianodina activa la liberación de calcio desde el RSP, 
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Figura 1.6: Desbalance entre la produccion de especies reactivas del oxígeno y la acción de 


















 La implicancia del estrés oxidativo en el desarrollo de la programación fetal de las 
ECV ha sido demostrada en numerosos estudios experimentales. Los mismos han reportado 
que tanto la HTA como la disfunción endotelial se asocian a elevados niveles de estrés 
oxidativo, mientras que  la administración de anti-oxidantes disminuye significativamente la 
presión arterial (Tomat AL y col, 2008; Reverte V y col, 2013; Thompson LP y Al-Hasan Y, 
2008). En un estudio realizado en niños con crecimiento restringido se ha observado, un 
incremento en los marcadores de estrés oxidativo, y a su vez,  un aumento de la actividad 
de la SOD. Esto sugiere que los mecanismos compensatorios podrían estar sobre-
expresados posiblemente para poder superar la HTA programada y el riesgo de enfermedad 
cardiovascular (Franco MC y col, 2007). En el modelo de programación fetal por 
tratamiento con glucocorticoides, las ratas macho crías de madres tratadas con 
glucocorticoides durante la preñez presentaban niveles aumentados de ROS en la 
circulación coronaria y en el tejido cardíaco (von Bergen NH y col, 2009; Herrera E y col,  
2010). También se demostró que la hipoxia materna aumenta el estado oxidativo e 
inflamatorio en corazones fetales y el tratamiento anti-oxidante durante la preñez previene 




HIPERTROFIA FIBROSIS CONTRACTILIDAD 
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ERO: especies reactivas del oxígeno. El aumento de ERO resulta en disfunción miocárdica y 
alteraciones morfologicas en el corazón que conducen a insuficiencia cardíaca (Adaptado de 
Zhang X y col, 2012).  
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el incremento de estrés oxidativo en el corazón e hígado de las crías (Rueda-Clausen CF y 
col, 2011; Evans LC y col, 2012; Giussani DA y col, 2012).  
 
1.5.3.- Propiedades anti-oxidantes del zinc  
Si bien el zinc no participa directamente en reacciones de óxido-reducción, 
numerosos trabajos realizados en cultivos celulares, en modelos animales y en humanos 
demostraron que este elemento protege a las estructuras biológicas del daño oxidativo. El 
zinc actúa como un agente anti-oxidante y estabilizante de membranas al:  
 Inducir la síntesis de metalotioneínas, que a su vez actúan como atrapadores de 
radicales libres 
 Proteger a los grupos sulfhidrilos de las proteínas de la oxidación formando 
complejos fuertes pero reversibles.  
 Proteger los grupos sulfhidrilos del glutatión, el principal antioxidante intracelular. 
 Interactuar con sitios de membrana que podrían ser ocupados por otros metales 
(Cu, Fe) que catalizan, mediante reacciones de óxido-reducción, la producción del 
radical HO. a partir del H2O2.  
 Ser un componente esencial de la enzima antioxidante Cu-Zn SOD intracelular y 
extracelular.  
 Ser un inhibidor de las NADPH oxidasas, un grupo de enzimas asociadas a la 
membrana plasmática, que catalizan la producción del anión O2.-, a partir del 
oxígeno, utilizando NADPH como un dador de electrones.  
 Favorecer la absorción linfática de vitamina E y mantener las concentraciones 
plasmáticas y tisulares de esta vitamina. 
 Disminuir la expresión y producción, por parte de monocitos y macrófagos, de 
citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y la 
interleuquina 1-β (IL-1β), que consecuentemente inducen un aumento del estrés 
oxidativo y la activación del factor de transcripción nuclear κB (NF-κB) y AP-1. 
(Bray TM y Bettger WJ, 1990; Shaheen AA y El-Fattah AAA, 1995; Henning B y col, 
1999; Oteiza PI y col, 2000; Powell SR, 2000; Yousef MI y col, 2002; Prasad AS y col, 2004; 
Maret W, 2006; Prasad AS, 2009; Prasad AS y col, 2011; Little PJ y col, 2010). 
Si bien los efectos de la deficiencia de zinc sobre el estado redox de las células 
pueden ser secundarios a cambios hormonales, humorales y nerviosos, estudios realizados 
en células que crecen en medios de cultivo con bajas concentraciones de zinc, indican que 
la reducción de zinc de las membranas celulares o de los pooles intracelulares ejerce un 
efecto directo en la producción y/o eliminación de ERO (Oteiza PI y col, 2000). Ha sido 
demostrado que la homeostasis del zinc afecta el estado redox celular y viceversa. Por lo 
tanto, cualquier patología que altere el estado redox, como las ECV, también afectan la 
homeostasis del zinc. Un aumento en el estrés oxidativo celular puede determinar la 
liberación del zinc de sus sitios de unión a las proteínas. Estos iones liberados podrían 
actuar sobre las vías de transducción de señales, modificando el metabolismo mitocondrial, 
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Muchos estudios han demostrado que la deficiencia de zinc severa y/o crónica 
induce un aumento del daño oxidativo asociado a alteraciones en diferentes componentes, 
enzimas y sustratos de los sistemas anti-oxidantes. En ratas alimentadas con dietas 
deficientes en zinc se observaron altos niveles de peroxidación lipídica en el plasma y varios 
tejidos, como el cerebro, el intestino, el hígado, el páncreas y los testículos (Song Y y col, 
2010; Zhang C y col,  2012; Fatmi W y col, 2013) Estas evidencias muestran que la 
deficiencia de zinc puede incrementar los procesos de peroxidación lipídica al producir un 
aumento de la concentración de fosfolípidos microsomales y el consiguiente aumento de 
ácidos grasos insaturados vulnerables a la oxidación. Por otra parte, la deficiencia de zinc 
mostró también aumentar la producción de radicales libres centrados en un carbono y 
dependiente de citocromo P450 y NADPH en microsomas de tejido hepático y pulmonar, 
así como producir la acumulación de hierro en varios tejidos (Sullivan JF y col, 1980; Bray 
TM y col, 1986; Shaheen AA y El-Fattah AAA, 1995; Oteiza PI y col, 2000; Yousef MI y col, 
2002; Prasad AS y col, 2004). 
Estos estudios revelan también que la deficiencia de zinc induce modificaciones en 
la actividad de las enzimas GPx y SOD, una disminución en los niveles de glutatión y de 
grupos sulfhidrilos de las proteínas, así como en las concentraciones de la vitamina E 
sanguíneas y tisulares. Esta disminución en la actividad de los sistemas anti-oxidantes 
resultaría en una exposición mayor de los tejidos a las ERO y en el consecuente aumento 
del daño oxidativo de los lípidos (Shaheen A y col, 1994; Hennig B y col, 1999b; Oteiza PI y 
cols, 2000; Yousef MI y cols, 2002).  
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Los iones de zinc per se son inertes a reacciones redox, pero juegan un rol importante en los 
procesos redox celulares. El estado redox afecta las concentraciones de zinc y viceversa, las 
concentraciones de zinc afectan el estado redox. Zn: iones de zinc; MTs: metalotioneínas; ZnTs y 
Zips: transportadores de zinc; ROS: especies reactivas del oxígeno; GPx: glutatión peroxidasa; 
CAT: catalasa; SOD: superoxido dismutasa (Adaptado de Little PJ y col, 2010) 
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La disminución de las concentraciones de glutatión tisulares y sanguíneos podría 
reflejar una menor síntesis, una mayor degradación o un mayor consumo del mismo debido 
al aumento de las especies oxidantes. En la deficiencia de zinc, la excesiva utilización de 
NADPH por el sistema citocromo P450 para la generación de radicales libres disminuiría la 
actividad de la enzima glutatión reductasa necesaria para la regeneración del glutatión 
(Shaheen A y col, 1994).  
La suplementación con zinc y otros anti-oxidantes (vitamina E y vitamina C, β-
carotenos) ha mostrado revertir los efectos de la deficiencia sobre el estrés oxidativo en 
animales y humanos (Truong-Tran AQ y col, 2001). La administración de altas dosis de zinc a 
las ratas mostró inhibir la peroxidación lipídica endógena en fracciones microsomales, 
suero, hígado y páncreas de las ratas deficientes (Prasad AS y col, 2004). El agregado in vitro 
de zinc a cultivos de hepatocitos inhibió la generación de radicales libres por parte del 
sistema enzimático citocromo P450, al disminuir la actividad de la NADPH citocromo c 
reductasa y aumentar la actividad de la glutatión peroxidasa (Bray TM y col, 1986; Coppen 
DE y col, 1988). Por otra parte, el ingreso de hierro al hepatocito también se vio disminuido, 
sugiriendo que el zinc bloquearía la peroxidación inducida por el hierro. Además, la 
suplementación indujo la síntesis de metalotioneínas en cultivos de hepatocitos lo cual 
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1.6.- APOPTOSIS Y PROPIEDADES ANTI-APOPTÓTICAS DEL ZINC 
1.6.1.- Las vías apoptóticas 
Los mecanismos de muerte celular permiten obtener un control estricto sobre los 
procesos de proliferación y diferenciación para mantener la homeostasis de los tejidos. La 
muerte celular puede ocurrir por necrosis o apoptosis, los cuales tienen diferentes 
mecanismos histológicos y bioquímicos. La necrosis es un proceso de muerte celular rápida 
e irreversible que ocurre cuando las células son severamente dañadas. A diferencia de la 
apoptosis es un mecanismo que no requiere energía. Se caracteriza por el hinchamiento de 
la célula y sus organelas, con la consecuente ruptura de la membrana y la lisis celular. El 
vaciamiento del contenido citoplasmático al espacio extracelular genera una respuesta 
inflamatoria, que causa un daño del medio circundante y muerte de las células vecinas. 
La apoptosis se define como la muerte celular programada provocada por la misma 
célula, con el fin de auto-controlar su desarrollo y crecimiento. Ésta se caracteriza por 
hipereosinofilia y retracción citoplasmática con fragmentación nuclear (cariorrexis) 
desencadenada por señales celulares controladas genéticamente. La apoptosis tiene una 
función muy importante en los organismos, pues hace posible la autodestrucción de las 
células dañadas sin desencadenar reacciones de inflamación ni dejar cicatrices en los 
tejidos (Robert M. Friedlander, 2003). 
La célula recibe, desde el entorno extracelular, un conjunto de señales y factores 
que desencadenan una respuesta intracelular de crecimiento, división o  muerte. Dentro de 
la célula existe un conjunto de moléculas que generan una respuesta apoptótica y otras que 
la previenen, siendo el equilibrio entre estos factores lo que determina la viabilidad de la 
célula.  
Se pueden diferenciar dos grandes vías apoptóticas, de acuerdo a donde se 
originen las señales: la vía apoptótica Tipo I o extrínseca, mediada inicialmente por la 
superfamilia de los receptores de muerte, y la Tipo II o intrínseca, mediada por las 
mitocondrias (Bishopric NH y col, 2001). Cada una de ellas posee una cascada de 
señalización propia aunque pueden entrecruzarse entre sí a lo largo de sus respectivos 
segundos mensajeros.  
La vía apoptótica extrínseca o Tipo I está activado por dos superfamilias de 
receptores: los del factor de necrosis tumoral (TNF-R1) y los receptores Fas. Luego de la 
activación de los receptores, se induce la activación de moléculas efectoras y de segundos 
mensajeros. Estos segundos mensajeros son los encargados de activar la expresión y/o 
fosforilar a las proteínas efectoras pertenecientes a las familias de proteínas pro o anti-
apoptóticas. Por lo tanto, estas  proteínas efectoras generan el mayor control de la vía 
apoptótica inducida por receptores de muerte.  La parte final de la vía apoptótica 
extrínseca es la activación de las caspasas, iniciando por el reclutamiento de la caspasa-8, 
que por auto proteólisis se activa y cliva  al efector final, la caspasa-3.  
El mecanismo apoptótico mediado por receptores de muerte se hace presente en 
el miocardio y es significativo, en los procesos donde aumenta la respuesta inflamatoria del 
mismo (Baines CP y Molkentin JD, 2005).   
La vía apoptótica intrínseca o Tipo II es mediada por las mitocondrias. Esta  vía  es la 
preponderante en los cardiomiocitos y es iniciada por estímulos como la isquemia y 
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reperfusión (Vila Petroff y col., 2007), la hipoxia (Webster KA y col, 2000) y el estrés 
oxidativo (Zhu W y col, 2007). Los estímulos pro-apoptóticos estimulan la apertura del poro 
de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP), provocando la pérdida de potencial 
entre las membranas, junto con el extravasado de factores intra-mitocondriales hacia el 
citosol (Crompton M, 1999).  
Las mitocondrias regulan la apoptosis canalizando la confluencia de diversas vías de 
señalización a una vía central que es gobernada por familias de reguladores mitocondriales 
pro-apoptóticos (Bax) y anti-apoptóticos (Bcl-2). La relación entre las proteínas Bcl-2/Bax 
establece si una célula sufre o no apoptosis. Una disminución en la relación Bax/Bcl-2 
determina la liberación del citocromo-c a través de los poros mitocondriales, lo cual gatilla 
la activación de caspasas (Oltvai ZN y col, 1993). Por su parte, la caspasa-3, activada como 
efectora final de la vía intrínseca o extrínseca, actuará clivando o facilitando la degradación 
del aparato contráctil, del contenido citosólico y del núcleo.  
 
1.6.2.- La apoptosis y las enfermedades cardiovasculares 
En los últimos años, se ha demostrado que la apoptosis se encuentra  implicada en 
la patogenia de numerosas ECV (González A y col, 2003). En modelos experimentales se ha 
encontrado un aumento en la apoptosis en corazones de diferentes modelos de HTA como 
ratas espontáneamente hipertensas (SHR) (Díez J y col, 1997; Hamet P y col, 1995; Li Z y col, 
1997; Liu JJ y col, 2000), ratas con HTA de origen renal (Li P y col, 1993), ratas con HTA 
inducida por angiotensina II (Diep Q y col, 2002) y ratas Dahl sal-sensibles (Ikeda S y col, 
2002).  
En estudios clínicos, se ha observado que los pacientes con HTA esencial, que no 
presentaban signos de enfermedad coronaria y mantenían una función cardíaca 
conservada, presentaban corazones hipertrofiados con un aumento en la apoptosis 
cardíaca  (Yamamoto S y col, 2000; González A y col, 2002). A su vez, se ha encontrado 
mayor nivel de apoptosis y expresión de la caspasa-3 clivada en hipertensos con 
insuficiencia cardíaca, comparado con aquellos que presentan una función cardíaca normal. 
Es por esto que se postula que la apoptosis y la pérdida de masa cardíaca preceden a la 
alteración de la función ventricular y, la exacerbación de estos procesos se acompaña del 
desarrollo de insuficiencia cardíaca en pacientes con HTA (Olivetti G y col, 1994).  
La implicancia de los procesos apoptóticos en la programación fetal de ECV, como 
la HTA, ha sido demostrada en numerosos estudios experimentales. Diversos estudios que 
han evaluado el efecto del consumo de alcohol diario durante la gestación, han encontrado 
una inducción de la apoptosis en los cardiomiocitos fetales con RCIU, con consecuencias 
patológicas estructurales y funcionales cardíacas en la adultez (Goh JM y col, 2011). Por 
otro lado, en un modelo de programación fetal de ECV inducido por una dieta con alto 
contenido en sal, se observó un aumento en la apoptosis cardíaca de las crías macho 
adultas (Juanxiu LV y col, 2014).  
 
1.6.3.- Efectos anti-apoptóticos del zinc 
El zinc posee propiedades anti-apoptóticas, ya que interfiere en muchos de los 
pasos previamente descriptos:  
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 En primer lugar limita el daño inducido por los radicales libres dado que, como 
antes se mencionó, tiene propiedades anti-oxidantes.  
 Por otro lado ha sido demostrado que el zinc es un potente inhibidor de las 
endonucleasas calcio-magnesio dependientes, responsables de la fragmentación 
apoptótica del ADN. 
 Por otra parte, se reportó que bloquea la activación de la procaspasa-3 y de la 
caspasa-3 clivada, al interactuar con un grupo sulfihidrilo requerido para la 
actividad catalítica de las mismas y al ejercer un efecto inhibidor sobre la actividad 
de las caspasas 6 y 9. 
(Truong-Trang AQ y col, 2000; 2001). 
 La deficiencia de zinc se asocia directamente con un aumento en los procesos 
apoptóticos, y sería a través de la disminución de zinc intracelular de fácil intercambio. 
Además, la suplementación de zinc in vivo e in vitro mostró disminuir la susceptibilidad de 
las células y los tejidos a la apoptosis espontánea y/o inducida por toxinas, posiblemente 
debido al aumento de zinc intracelular (Truong-Trang AQ  y col, 2000; 2001).  
En un estudio realizado en cultivos celulares se demostró que al quelar el zinc del 
medio se inducía la apoptosis celular, y si posteriormente se adicionaba zinc a ese medio de 
cultivo, la apoptosis inducida se revertía rápidamente. Esta  reversión rápida de los 
procesos apoptóticos  también fue demostrada luego del agregado de diversos agentes 
apoptóticos (como la estautosporina) (Shankar AH y  Prasad AS, 1998). Por lo tanto, se 
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1.7.- INFLAMACIÓN, FACTORES DE CRECIMIENTO Y RELEVANCIA DEL ZINC  
1.7.1.- Inflamación  y enfermedades cardiovasculares 
La inflamación es una respuesta del huésped a una gran variedad de lesiones 
tisulares, caracterizada por el movimiento de células y fluidos desde la sangre hacia los 
tejidos extravasculares en el lugar en el que se ha iniciado el estímulo nocivo, bajo la 
influencia de factores quimiotácticos producidos localmente. Los tipos celulares implicados 
dependerán del tipo de lesión, lo que sugiere que existe una selectividad en la producción 
de los factores quimiotácticos (García-Moll X y Kaski JC, 2000). 
Muchas ECV se asocian a procesos inflamatorios, como la HTA. A su vez, los 
procesos inflamatorios están altamente relacionados con el estrés oxidativo, ya que uno 
puede inducir al otro (Touyz RM, 2005; Ishibashi T, 2013) y ambos procesos son causantes 
de daño celular (Ng CY y col, 2012). 
Actualmente se sabe que ante la injuria cardíaca se activan ambas vías inmunes, la 
innata y la adaptativa y, la evidencia experimental demuestra que los mediadores 
inflamatorios inducen el remodelado cardÍaco a través de la re-expresión de genes fetales, 
el crecimiento celular, la activación de metaloproteasas, la proliferación de fibroblastos y la 
pérdida progresiva de miocitos por apoptosis. Por otro lado, la liberación de mediadores 
autócrinos y parácrinos, como el TNF-α y la interleuquina (IL)-1β, pueden promover el 
desarrollo de procesos inflamatorios mediante el incremento en la expresión de moléculas 
de adhesión, la reducción de las concentraciones de especies anti-oxidantes y la activación 
del factor de transcripción nuclear κB (NF-κB). 
La disfunción endotelial es un determinante temprano de HTA y aterosclerosis. Se 
ha demostrado que la misma promueve el desarrollo de un ambiente pro-inflamatorio, 
evidenciado por un aumento en la expresión endotelial de moléculas de adhesión, un 
desbalance en los metabolitos del ácido araquidónico y de moléculas quimiotácticas. De 
esta forma se genera un feedback positivo en el cual la inflamación vascular genera 
disfunción endotelial (Devaraj S y col, 2011; Ng CY y col, 2012; Horio E y col, 2014; Pacurari 
M y col, 2014).  
 
1.7.2- Citoquinas pro-inflamatorias y zinc 
El zinc posee muchas funciones beneficiosas para el funcionamiento celular. Entre 
ellas es un agente anti-inflamatorio (Figura 1.8): 
 por sus funciones anti-oxidantes, anteriormente descriptas, ya que disminuye las 
ERO y, por lo tanto, inhibe la activación  del factor de transcripción nuclear kB (NF-
kB) 
 al reducir la producción de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesión en 
monocitos y macrófagos.  
(Formigari A y col, 2007; Prasad AS, 2008; Bao B y col, 2010; Tomat AL y col, 2011) 
La deficiencia de zinc puede alterar la producción de citoquinas pro-inflamatorias y 
conducir al desarrollo de inflamación. Diversos estudios demostraron que una disminución 
en la concentración de  zinc plasmático se correlacionaba con un aumento en los niveles de 
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IL-6, IL-8 y TNF-α circulantes (Foster M y Samman S, 2012). Además, las vías de señalización 
estimuladas por estas citoquinas, están influenciadas por el estado de zinc. Por ejemplo, 
ante una deficiencia de zinc aumenta la respuesta proliferativa de los linfocitos T y B, 
estimulada por IL-6 e IL-2 (Bonaventura P y col, 2015).  
Se ha reportado un aumento en la generación de IL-1β por parte de los monocitos 
en pacientes con deficiencia moderada de zinc, sugiriendo que la deficiencia de este 
micronutriente per se estaría activando monocitos y macrófagos para que generen 
citoquinas pro-inflamatorias. Por otro lado, la suplementación de zinc (45 mg/día) en 
individuos sanos, determinó una disminución en la expresión del ARNm de TNF-α e IL-1β en 
células mononucleares de sangre periférica. Por lo tanto, la deficiencia de zinc contribuye al 
desarrollo de enfermedades en las cuales hay una respuesta inflamatoria dependiente de 
IL-1β y la suplementación con zinc podría tener efectos benéficos sobre este proceso 
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Figura 1.8: Esquema que integra las propiedades anti-oxidantes, anti-apoptóticas y anti-
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ZINC 
El zinc interactúa con los sitios de membrana a los cuales se podrían unir el cobre o el hierro 
catalizando la producción de radicales hidroxilos. Es un inhibidor de la NADPH oxidasa, que 
cataliza la producción de anión superóxido (O2.-) a partir del oxígeno (O2), y es un componente 
esencial de la enzima superóxido dismutasa (SOD) que cataliza la dismutación del O2  a peróxido 
de hidrógeno (H2O2). Además induce la producción de metalotioneínas, que son scavengers de 
radicales libres. El zinc puede reducir la producción de interleuquinas inflamatorias (IL) y 
moléculas de adhesión en los macrófagos y monocitos, al reducir la activación del factor de 
transcripción nuclear kB (NF-kB) y al disminuir las especies reactivas del oxígeno (ERO). El zinc 
suprime las vías de señalización que involucran los genes c-jun y c-fos y el factor de transcripción 
AP-1, que conducen a la activación de las caspasas y de la endonucleasa calcio-magnesio 
dependiente. Las cruces rojas representan las vías posiblemente inhibidas por el zinc (Adaptado 
de Tomat AL y col, 2011). 
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1.7.3.- El factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) 
El TGF-β es una citoquina caracterizada por tener funciones diversas e incluso 
contradictorias. Se ha descripto que la misma participa de importantes procesos fisiológicos 
(desarrollo del embrión, diferenciación y crecimiento celular) y patológicos (inflamación, 
fibrosis, angiogénesis y oncogénesis) (Javelaud D y Mauviel A, 2004). 
El TGF-β es secretado en forma de dímero inactivo junto con una proteína 
asociadora de latencia (LAP) y una proteína de unión a TGF-β latente (LTBP1). Para su 
activación requiere de enzimas extracelulares como plasmina, tripsina, urokinasa o 
metaloproteasas. Una vez que el TGF-β se une a sus receptores R1 y R2, activa las vías de 
las proteínas citoplasmáticas Smad que se traslocan al núcleo celular y actúan como 
factores de transcripción, aumentando expresión de fibronectina, colágeno tipo I y los 
depósitos de matriz extracelular (Rodríguez-Vita J y col, 2005; Ruiz-Ortega M y col, 2007; He 
W y Dai C, 2015; Meng XM y col, 2015). El resultado final de la acción del TGF-β involucra la 
estimulación de la expresión de genes responsables de la fibrosis, angiogénesis, 
proliferación celular, diferenciación, migración y apoptosis. Sin embargo, las consecuencias 
de esta activación del TGF-β es específica de cada tejido y depende de muchos factores, 
como la proporción de receptores R1/R2 y la vía de señalización intracelular activada 
(Ramos-Mondragón R y col, 2008) (Figura 1.9). 
 












La unión de esta citoquina a su receptor (TGF βR) activa la señalización intracelular de Smad 
reguladoras de receptor (R-Smad), las cuales interactúan con las Co-Smad y son traslocadas al 
núcleo. Una vez allí interactúan con el ADN regulando la transcripción de genes específicos. Las 
Smad inhibitorias (I-Smad) previenen la activación de R-Smad al inhibir competitivamente su 
activación a través del receptor o al inhibir la asociación a Co-Smad. La vía de señalización 
independiente de Smad contribuye a diversificar la respuesta al TGF-β1 (Ej: MAPK kinasas y Rho 
GTPasas) (Adaptado de Ramos-Mondragón R y col, 2008). 
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El principal representante de esta gran superfamilia en el sistema cardiovascular es 
el TGF-β1. El TGF-β1 es sintetizado por las células del músculo liso vascular (MLV), las células 
endoteliales, los macrófagos y las células T (Ruiz-Ortega M y col, 2007). Otra fuente 
importante y órgano blanco del TGF-β es el tejido cardíaco, particularmente durante el 
desarrollo cardíaco y en determinadas condiciones fisiopatológicas.  
Durante el desarrollo cardíaco, la señalización del TGF-β es esencial para la 
transformación mesenquimal-epitelial (TME). Este es un fenómeno embrionario que 
determina la formación de las válvulas cardíacas y del septo (tabique) (Nakajima H y col, 
2000; Nakajima K y col, 2000). En diversos estudios, en los cuales se utilizaron anticuerpos 
anti-receptor de TGF-β se observó una inhibición de la TME. Es por esto que se requieren 
muchas de las clases de TGF-βs para que la morfogénesis ocurra apropiadamente y las 
funciones que cumplen cada uno de los TGF-β no suelen superponerse. En situaciones 
fisiopatológicas, el TGF-β1 juega un rol esencial en el remodelado estructural del corazón 
adulto, que involucra múltiples cambios morfológicos inducidos por estímulos nerviosos, 
citoquinas, sobrecarga hemodinámica y/o pérdida de masa contráctil. Específicamente, el 
TGF-β1 aumenta la proliferación de los fibroblastos,  induce la expresión de los 
componentes de la matriz extracelular por parte de los fibroblastos (colágeno, fibronectina 
y proteoglicanos), aumenta su propia expresión en miocitos y fibroblastos y es el mediador 
del desarrollo de hipertrofia.  
La hipertrofia cardíaca acompaña muchos tipos de enfermedad cardíaca como la 
HTA, la enfermedad isquémica y la enfermedad valvular. Inicialmente, la hipertrofia ayuda 
al corazón a compensar un incremento de las necesidades (hipertrofia compensada). Sin 
embargo, ante un estímulo mayor o más prolongado, la hipertrofia se vuelve inadecuada 
(hipertrofia descompensada) y contribuye a la génesis de isquemia, arritmias e insuficiencia 
cardíaca (Ramos-Mondragón R y col, 2008). Particularmente, tanto en modelos animales 
como en humanos, se observa una sobreexpresión de TGF-β1 en el miocardio durante la 
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HIPERTENSIÓN INFARTO DE MIOCARDIO 
Determinadas enfermedades provocan sobrecarga cardíaca, la cual promueve cambios 
estructurales y eléctricos. Inicialmente, estos cambios ayudan al corazón a cumplir con las 
necesidades, optimizando el gasto cardíaco (hipertrofia compensada). Sin embargo, ante un 
estímulo prolongado o mayor, el remodelado se vuelve inadecuado y contribuye per se a la 
disfunción cardíaca. Interesantemente, la sobrecarga cardíaca también incrementa los niveles de 
TGF-β1. El cual reproduce los efectos claves asociados al remodelado estructural cardíaco, 
incluyendo su propia sobre expresión. El TGF-β1 podría estar provocando remodelado eléctrico 
pero los efectos no han sido muy bien estudiados (Adaptado de Ramos-Mondragón R y col, 
2008). 
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1.8.- SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO Y RELEVANCIA DEL ZINC 
1.8.1.- Síntesis de NO y estructura de las NOS 
El NO es un gas lipofílico e hidrosoluble, altamente difusible y reactivo, que es 
sintetizado a partir de L-arginina por medio de la enzima NOS. Esta familia de enzimas 
óxido-reductasas está conformada por tres isoformas, la neuronal (nNOS o NOS1), la 
endotelial (eNOS o NOS3) y la inducible (iNOS o NOS2). Se ha descripto la presencia de una 
NOS mitocondrial en muchos tejidos, incluso en el corazón, la cual constituiría una variante 
de la nNOS que ha sufrido fosforilación y miristilación en su extremo C-terminal 
(Förstermann U y Klelnert H, 1995, Elfering SL y col, 2002).  
Las tres isoformas se expresan en numerosos tejidos.  La eNOS se localiza en el 
endotelio vascular principalmente, si bien se la ha identificado también en los miocitos 
cardíacos, en el sistema nervioso central y distintos segmentos del nefrón (Ujiie K y col, 
1994; Bachmann S y col, 1995; Ortiz PA y Garvin JL, 2002; Kone BC, 2004).  
La nNOS fue inicialmente identificada en las neuronas del sistema nervioso central 
y periférico, y posteriormente en las neuronas no-colinérgicas no-adrenérgicas, en el 
endometrio, en el epitelio de la tráquea y los bronquios, en el músculo esquelético, en las 
células del MLV y en los miocitos (Kone BC, 2004). A nivel renal, esta isoforma ha sido 
identificada en diferentes estructuras (Herrera M y Garvin JL, 2005).  
La iNOS se expresa en los macrófagos, en las plaquetas, en el epitelio de vías aéreas 
bronquiales, en el útero, en el hígado, en el riñón, en el músculo liso, en el endotelio 
vascular y en el corazón (Alderton WK y col, 2001; Ni Z y Vaziri ND, 2001). 
Las tres isoformas de la NOS son codificadas por diferentes genes y presentan un 
55-60% de homología. Están constituidas por dos subunidades idénticas y son 
catalíticamente activas solo en forma dimérica. Cada subunidad de la NOS presenta dos 
dominios catalíticos. El dominio C-terminal reductasa contiene los sitios de unión para el 
NADPH, el flavina mononucleótido (FMN) y la flavina adenina dinucleótido (FAD). El 
dominio N-terminal oxigenasa presenta los sitos de unión para el grupo hemo, la (6R-
)5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), el O2 y la L-arginina. Ambos dominios están ligados 
mediante el sitio de reconocimiento para la calmodulina (CaM). 
Los análisis por cristalografía de rayos X de la NOS demostraron la existencia de un 
cluster de zinc-tiolato (Zn(S4)) en la interfase dimérica de los dominios oxigenasas, que 
sería esencial para mantener la actividad catalítica de esta enzima. El zinc se encuentra 
coordinado en forma tetraédrica con dos cisteínas de cada subunidad ubicadas 
simétricamente y filogenéticamente en la interfase dimérica.  Trabajos previos han 
mostrado que las mutaciones en la secuencia de aminoácidos cercanas a estas cisteínas 
(Cys-X4-Cys) previenen la unión del zinc, de la L-arginina o de la BH4, dejando de este modo 
a la enzima inactiva (Li H y col, 1999; Hemmens B y col, 2000; Alderton WK y col, 2001; Zou 
MH y col, 2002). 
El cluster Zn(S4) en la interfase dimérica ayudaría a mantener la estabilidad 
estructural de las tres isoformas de la NOS al favorecer la formación de ocho puentes de 
hidrógeno entre los dominios oxigenasa. Además, su localización estratégica le permite 
mantener la integridad estructural del sitio de unión a la BH4 y posiblemente, proveer una 
adecuada superficie para el funcionamiento del dominio reductasa. La BH4 constituye un 
 
36 Introducción  
cofactor importante para esta enzima ya que se propone que promovería el acoplamiento 
de la oxidación del NADPH a la síntesis de NO, la formación y estabilidad del dímero, la 
unión de la L-arginina a su sitio activo y de este modo evitaría la inactivación de la NOS. Por 
otra parte, el cluster Zn (S4) de la eNOS e iNOS está rodeado por una gran cavidad inter-
subunidades que podría ser un sitio de unión para un ligando aún no identificado. Estas 
evidencias sugieren que la estabilización de la interfase dimérica por el cluster Zn(S4) 
podría constituir uno de los mecanismos involucrados en la modulación de su actividad in 
vivo (Li H y col, 1999; Zou MH y col, 2002;  Chreifi G y col, 2014).   
El mecanismo catalítico de esta enzima consiste en el transporte de electrones 
desde el sustrato NADPH, a través de FAD y FMN, en el dominio C-terminal reductasa, hacia 
el grupo hemo en el dominio N-terminal del monómero opuesto. El dominio N-terminal 
oxigenasa une L-arginina, donde el O2 es reducido e incorporado al grupo guanidina de la L-
arginina, dando lugar a la generación del NO y la L-citrulina (Alderton WK y col, 2001), 
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Figura 1.11: Estructura de la enzima óxido nítrico sintasa y cofactores necesarios para la 
síntesis de óxido nítrico. (A) Monómeros de la enzima NOS. (B) Dímero funcional de la óxido 













NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato reducido; NADP+: nicotinamida dinucleótido fosfato 
oxidado; FMN: flavin mononucleótido; FAD: flavín adenín dinucleótido; CaM: calmodulina; O2•-: 
anión superóxido; Zn2+: ión zinc; BH4: (6R-)5,6,7,8-tetrahidrobiopterina; BH3•: radical 
tetrahidrobiopterina; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina; AscH: ácido ascórbico; Asc•: radical 
ascorbato. El flujo de electrones ocurre desde el dominio reductasa de un monómero hacia el 
dominio oxigenasa del otro monómero. La enzima NOS oxida la L-arginina en dos pasos, el 
primero de ellos para formar N-hidroxi-L-arginina y el segundo para convertir este intermediario 
en NO y L-citrulina (Adaptado de Förstermann U y Sessa WC, 2012) 
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Estudios realizados in vitro han demostrado que las tres isoformas de la NOS 
pueden también catalizar la oxidación del NADPH, desacoplado de la síntesis de NO y 
acoplado a la producción del anión O2.-. Existen evidencias indirectas que sugieren que el 
desacople de la eNOS puede contribuir a la disfunción endotelial y a una mayor producción 
del radical O2.- en diferentes patologías como la injuria por isquemia-reperfusión, la 
hipercolesterolemia, la HTA, la diabetes y la insuficiencia cardíaca. Debido a la rápida 
velocidad con que el NO y el anión O2.- reaccionan, la síntesis de ambas especies por la 
misma enzima puede resultar en la formación de ONOO- (Alderton WK y col, 2001; 
Kalinowski L y Malinski T, 2004; Kone BC, 2004), contribuyendo aún más a la disminución de 
la biodisponibilidad de NO y al aumento en la producción de ERO.  
Además un aumento del estrés oxidativo puede promover el desacople de la eNOS, 
transformando a la enzima responsable de la síntesis de NO en una enzima que sintetiza 
anión O2.-. Los mecanismos implicados en este desacople de la eNOS, incluyen la oxidación 
del cofactor BH4, la depleción de L-arginina, la deficiencia de zinc y la acumulación 
endógena de metilargininas, entre otros (Förstermann U y Sessa WC, 2012). (Figura 1.12). 
 Por otra parte, el zinc presenta una cierta carga catiónica aún cuando está 
formando los clusters Zn(S4). Esto podría atraer aniones oxidantes como los ONOO- que 
producen la consecuente oxidación de los grupos sufihidrilos, la liberación del zinc de la 
interfase dimérica y el desacople de la NOS. Estudios realizados, in vivo, en corazones y 
riñones de ratones diabéticos, e in vitro, en cultivos de células endoteliales de aorta bovina, 
postulan a éste como un mecanismo probable mediante el cual los ONOO- pueden producir 
el desacople de la eNOS en estos tejidos. Por otra parte, es factible que de este mismo 
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Figura 1.12: Mecanismos involucrados en la generación de especies reactivas del oxígeno y 
en el desacople de la óxido nítrico sintasa. (A) Rol de la enzima NADPH oxidasa en el 
desacople de la óxido nítrico sintasa (B) Mecanismos involucrados en el desacople de la 
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1.8.2.- Regulación de las isoformas de la NOS 
Las isoformas de la NOS difieren en la localización subcelular, la distribución tisular 
y el modo de regulación. Las isoformas constitutivas son la eNOS y nNOS que participan en 
múltiples procesos de señalización involucrados en la vasodilatación, agregación 
plaquetaria, función miocárdica y neurotransmisión. La actividad de las isoformas 
constitutivas de la NOS es dependiente de un aumento de Ca2+ intracelular para su unión a 
la CaM, mientras que la isoforma inducible (iNOS) se une a la CaM a concentraciones 
intracelulares de Ca2+ extremadamente bajas (menor a 40 nM). Esto se debe a que existen 
diferencias en la composición de aminoácidos entre las distintas isoformas, que modifican 
su afinidad por la CaM (Mount PF y Power DA, 2006). 
La expresión de la iNOS es regulada transcripcionalmente en procesos infecciosos e 
inflamatorios. Esta isoforma es inducida por el lipopolisacárido (LPS) de E. coli y por 
citoquinas inflamatorias como la IL-1 o el TNF-α (Moncada S y col, 1991). Una vez inducida 
su expresión, el aumento de producción de NO demora entre 6 y 8 horas. La enzima 
permanece activa durante horas o días y produce 1.000 veces más NO que las NOS 
constitutivas (Beck KF y col, 1999). 
La disponibilidad de sustratos y cofactores, como la L-arginina, la BH4 y el NADPH, 
así como los cambios en el pH intracelular, son importantes reguladores de la actividad de 
estas enzimas (Herrera M y Garvin JL, 2005).  Además, las tres isoformas de la NOS pueden 
ser inhibidas por el NO y por la dimetil-arginina asimétrica generada en forma endógena 
(Vallance P y Leiper J, 2004). 
 Por otra parte, las isoformas de la NOS se encuentran reguladas por una variedad 
de mecanismos transcripcionales, así como post-traduccionales que incluyen fosforilación, 
palmitoilación y miristoilación, así como interacciones proteína-proteína (Matilla JT y 
Thomas AC, 2014). 
En cuanto a la eNOS, la expresión del ARNm y su actividad está regulada por 
distintos factores. Diversos estudios han demostrado que los estrógenos estimulan la 
expresión proteica y del ARNm de eNOS en el miocardio de rata, a través de su unión al 
receptor estrogénico β  (Nueding S et col, 1999; Li H y col, 2002). Los estrógenos también 
tendrían un efecto similar en células endoteliales. Guo X y col observaron que los 
estrógenos, actuando sobre los receptores estrogénicos α y β de las células endoteliales, 
generan un incremento en la actividad de la eNOS y una mayor producción de NO a este 
nivel. En animales knock out para eNOS no se observó esta respuesta vascular ante la 
administración exógena de estrógenos (Guo X y col, 2005).  
La eNOS también puede ser activada por estímulos que no inducen el aumento de 
Ca2+ intracelular. Se ha reportado la activación in vivo e in vitro de la eNOS por fuerzas de 
rozamiento y estaría mediada por la fosforilación de la enzima en distintas posiciones. La 
eNOS puede ser fosforilada en residuos de serina (Ser1177, Ser114, Ser617 y Ser635), 
SOD: superóxido dismutasa; PKC: proteína kinasa C; NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato 
reducido; NADP+: nicotinamida dinucleótido fosfato oxidado; FMN: flavin mononucleótido; FAD: 
flavín adenín dinucleótido; CaM: calmodulina; O2-.: anión superóxido; Zn: ión zinc; L-Arg: L-
arginina; L-Cit: L-citrulina (Adaptado de Förstermann U y Sessa WC, 2012). 
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tirosina (Tyr81 y Tyr576) y treonina (Thr495). La principal regulación post transcripcional de 
la eNOS tiene lugar a través de la fosforilación de la Ser1177, que aumenta su actividad al 
estimular el flujo de electrones en el dominio reductasa y aumentar la sensibilidad de la 
enzima al Ca2+ (McCabe TJ y col, 2000). Éste es el punto de acción de las proteincinasas B 
(Akt), A (PKA), C (PKC) y G (PKG). La fosforilación de Ser617 y Ser635 producidas por PKA y 
Akt también activa la eNOS, mientras que la fosforilación de Thr495 producida por PKC y 
PKA la inactiva. El residuo Thr495 aparece fosforilado en situaciones de inactividad 
mediante la proteincinasa C (PKC),  ya que su fosforilación interfiere con la unión del 
complejo Ca2+-CaM. La estimulación de las células endoteliales con histamina o sustancia P 
implica la desfosforilación de Thr495; ello facilita la unión en este ámbito de la CaM, la 
posterior fosforilación de la Ser1177 y la activación de la eNOS (Förstermann U y Sessa WC, 
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Figura 1.13: Regulación de la actividad de la óxido nítrico sintasa mediante el calcio 
intracelular y la fosforilación.  
 
 
 La regulación fisiológica de la nNOS no ha sido del todo clarificada. Ha sido 
demostrado que su transcripción es regulada por el calcio intracelular y su actividad es 
dependiente del mismo (Sasaki M y col, 2000). La nNOS es inactivada por fosforilación de 
los residuos Ser741 y Ser847 mediada por diversas cinasas (PKA y PKC) (Kone BC, 2004). Sin 
embargo, pareciera que la fosforilación es un factor menos relevante en la activación de 
esta isoforma que en la eNOS, ya que la vía de fosforilacion de Akt no tiene efecto sobre la 
liberación de NO por parte de la nNOS. Además, como la eNOS, esta isoforma puede unirse 
a la proteína Hsp90 estimulándose su actividad al aumentar su afinidad por la CaM. La 
expresión de la nNOS se encuentra regulada por varios factores de transcripción como el 




NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato reducido; NADP+: nicotinamida dinucleótido fosfato 
oxidado; FMN: flavin mononucleótido; FAD: flavín adenín dinucleótido; CaM: calmodulina; O2•-: 
anión superóxido; Zn: ión zinc; L-Arg: L-arginina; L-Cit: L-citrulina; Akt1: proteína kinasa de 
Ser/Thr; AMPK: proteína kinasa activada por AMP; CaMKII: proteíncinasa dependiente de Ca2+-
CaM; PKA: proteíncinasa dependiente de cAMP; PP1: proteína fosfatasa 1. Se han identificado 
varios sitios de fosforilación reguladores en los residuos Ser114, Ser633, Ser1177, Ser, Thr495, 
Tyr81 y Tyr657 (Adaptado de Förstermann U y Sessa WC, 2012). 
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1.8.3.- Efectos moleculares del óxido nítrico 
A nivel intracelular, es ampliamente conocido que el NO se une a una guanilato 
ciclasa (GC) citosólica o soluble (sGC), y origina un aumento en los niveles de  guanosina 
monofosfato cíclico (GMPc) (Förstermann U y col, 1991). El incremento en los niveles de 
este segundo mensajero, conduce a una disminución de los niveles de Ca2+ intracelular 
mediante múltiples y complejos mecanismos (Thomas DD y col, 2008). 
Los efectos directos se deben a reacciones químicas en las que bajas 
concentraciones de NO (< 1 μM), generadas por la eNOS y la nNOS, reaccionan rápida y 
directamente con sus blancos biológicos y cumplen funciones reguladoras. Uno de los 
mecanismos de acción más importantes depende de su unión a las proteínas que presentan 
el grupo hemo (Alderton WK y col, 2001). De este modo, el NO activa a la sGC. El 
consecuente aumento de GMPc permite controlar la actividad de canales iónicos o 
transportadores, de fosfodiesterasas y de proteínas kinasas reguladas por GMPc (PKG). 
El NO también puede activar directamente canales de potasio, regulados por Ca2+, 
por voltaje o por adenosina nucleótido trifosfato (ATP) y, por otra parte, puede limitar la 
formación de agentes oxidantes catalizada por metales y las reacciones en cadena de 
peroxidación lipídica (Alderton WK y col, 2001). 
Las acciones indirectas del NO están relacionadas con su reactividad con el O2 y el 
anión O2.-. En soluciones acuosas el NO reacciona con el O2 y origina NO2-, los que se oxidan 
a NO3-, y constituyen el producto final de la degradación del NO.  
A concentraciones más elevadas, el NO ejerce sus efectos fisiopatológicos e induce 
la respuesta inmune frente a agentes patógenos. La iNOS se encuentra involucrada en estas 
acciones dado que es capaz de producir elevadas concentraciones de NO (> 1 μΜ) durante 
períodos prolongados de tiempo (Alderton WK y col, 2001). 
 
1.8.4.- El sistema del NO en el tejido cardíaco  
En el sistema cardiovascular, el NO juega un rol integral no sólo en la regulación del 
tono vascular del músculo liso, sino también en la función de los canales iónicos, la 
contracción de los miocitos, el consumo de oxígeno y el remodelado miocárdico (Massion 
PB y col, 2003; Davidson SM y Duchen MR, 2006).  
La mayor parte del NO en el corazón es producido por las células del endotelio 
vascular, y su liberación sustentaría primariamente una función auto-regulatoria al 
promover la relajación del MLV y, en consecuencia, modulando el tono y el flujo coronario.  
El NO sintetizado por el endotelio difunde hacia el MLV donde activa a la sGC, que 
mediante la producción de GMPc, induce la activación de la PKG. Esta kinasa fosforila 
proteínas que a su vez defosforilan la cadena liviana de la miosina, provocando la 
vasorrelajación (Bian K y col, 2008). El GMPc también reduce el tono vascular al disminuir la 
movilización de Ca2+ e inhibir la producción de inositol trifosfato (IP3) (Hirata M y col, 1990). 
El NO sería responsable, al estimular la actividad de la eNOS, de las acciones vasorrelajantes 
de sustancias vasoactivas, como la acetilcolina, el adenosina nucleótido difosfato (ADP), la 
bradiquinina, la serotonina y la histamina aumentar la actividad de la eNOS, con el 
consecuente aumento de la producción de NO (Moncada S y Higgs A, 1993).  
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Actualmente se sabe que en los miocitos se sintetiza NO por parte de la eNOS,  de 
la nNOS, a nivel del RSP (Xu KY y col, 1999), y de una variante de la nNOS que ha sufrido 
fosforilación y miristilación en su extremo C-terminal en las mitocondrias (Kanai AJ y col, 
2001). A su vez, se ha demostrado que la iNOS también se puede expresar en el miocardio 
ante la inducción por citoquinas (Balligand JL y col, 1994) en procesos inflamatorios 
implicados en muchas condiciones fisiopatológicas. Aunque el NO difunde fácilmente, la 
señalización generada por esta molécula está altamente compartimentalizada (regulación 
autócrina), debido a la localización diferencial de las distintas isoformas. Por lo tanto, esto 
posibilitaría modular diferencialmente la contracción miocárdica y la homeostasis del calcio 
(Zaobornyj T  y Ghafourifar P, 2012). 
La eNOS se localiza en la membrana plasmática mediante una unión 
covalentemente de un grupo miristoilo a un residuo de glicina en el dominio N-terminal de 
la proteína que la dirige a esa localización, y la palmitoilación de las cisteínas 15 y 26 le 
confiere estabilidad. Esta localización es estratégica, ya que asegura su proximidad a otros 
factores que regulan su función, como diversos receptores (β-adrenérgicos, M2-
muscarínicos, BK2-bradicinina), enzimas (proteincinasa C, Rho A, rac), canales y caveolinas.  
Las caveolinas son proteínas adosadas a la membrana plasmática que unen la eNOS 
en estructuras especializadas llamadas caveolas. Las caveolas son invaginaciones de la 
membrana plasmática y forman sitios cruciales para el origen y la integración de muchas 
vías de transducción de señales. La unión de eNOS a caveolinas inhibe su función, al evitar 
su unión a la CaM cuando los  niveles de Ca2+ son bajos. Ante un incremento en el Ca2+ 
intracelular, la CaM desplaza a la eNOS de su unión a la caveolina, activándola. Es por esto 
que los niveles de caveolinas, afectan la actividad de la eNOS en los tejidos, encontrándose 
que altos niveles de caveolinas se asocian a menor actividad de eNOS.  
Por otro lado, se ha demostrado que la eNOS puede interactuar con la proteína de 
shock térmico de 90 kDa (Hsp90). Esta proteína es una chaperona molecular que puede 
modular la estructura conformacional y la actividad de esta enzima, facilitando la unión de 
la CaM y el desplazamiento de la eNOS desde las caveolinas. A nivel de las células 
endoteliales, la caveolina principal es la caveolina 1, mientras que a nivel de los 
cardiomiocitos lo es la caveolina 3, que se localiza en las caveolas de los túbulos T (Feron  y 
col, 1996; Hare JM y col, 2000). La co-localizacion en las caveolas de la eNOS, con los 
receptores β-adrenérgicos y los canales de calcio tipo L, determina que el NO inhiba, en 
condiciones fisiológicas, el inotropismo positivo inducido por la estimulación β-adrenérgica 
(Barouch LA y col, 2002; Massion PB y col, 2004; Feron O, Balligand JL, 2006).   
Por otro lado, la localización de la nNOS en el RSP determina que en condiciones 
fisiológicas, co-inmunoprecipite con el receptor de rianodina (RyR), influenciando el manejo 
del Ca2+ cardiaco (Barouch LA y col, 2002). El NO generado por la nNOS activa el RyR para 
que libere el Ca2+ del RSP, generándose un efecto que facilita la contractilidad. Estos efectos 
contrarios del NO sobre la contracción miocárdica en condiciones fisiológicas, es un 
ejemplo de la regulación espacial que confiere la localización diferencial subcelular de las 
isoformas de la NOS (Zaobornyj T  y Ghafourifar P, 2012).  
Se ha demostrado que la producción de NO en el miocardio del VI cambia 
cíclicamente con los latidos, y un aumento o disminución de la precarga se asocia a cambios 
en las concentraciones de NO. Es por esto que se postula que el NO está involucrado en los 
mecanismos auto-regulatorios rápidos que modulan la contracción miocárdica sobre la 
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base latido a latido y asistiría al aumento del gasto cardiaco ante un aumento de la 
precarga (Kojda G y col, 1995; Crystal GJ y col, 1998; Vila-Petroff MG y col, 1999; Soliman 
M, 2013).   
Los estudios in vivo como in vitro que evalúan la implicancia del NO en la función 
cardiaca muestran resultados controversiales.  Respecto a la implicancia del NO sobre el 
inotropismo, el cronotropismo y el lusitropismo cardíaco, los efectos dependerían de la 
dosis, la especie en que se realizan los experimentos, la isoforma de NOS involucrada, la 
edad de los animales experimentales y el estado contráctil del miocardio al momento del 
experimento. A su vez, no se debe olvidar que el NO puede tener efectos indirectos sobre el 
inotropismo cardíaco, a través de su regulación del tono vasomotor coronario. Así por 
ejemplo, se ha descripto que el efecto del NO sobre la contractilidad cardíaca es dosis 
dependiente. La producción de bajas concentraciones de NO (0.01-1 µM), por parte de las 
NOS constitutivas, inducen un efecto inotrópico positivo. Mientras, que concentraciones de 
NO mayores a 10 µM, generadas por activación de la iNOS, ejercen efectos negativos. De 
acuerdo con estos resultados, se ha demostrado que la contractilidad cardíaca se encuentra 
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1.9.- DEFICIENCIA DE ZINC DURANTE EL DESARROLLO PRENATAL Y POSTNATAL: UN MODELO 
DE PROGRAMACION FETAL Y POSTNATAL DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y 
RENALES EN LA VIDA ADULTA 
Estudios epidemiológicos y experimentales han demostrado la asociación entre la 
deficiencia de zinc y la etiopatogenia de las enfermedades ECV y renales, como la HTA, la 
aterosclerosis, la insuficiencia cardiaca congestiva, la enfermedad coronaria y la diabetes. El 
daño por estrés oxidativo, la apoptosis y la inflamación son los principales nexos que 
asocian la deficiencia de zinc con estas patologías.  
Además, el zinc es un micronutriente esencial en etapas clave de desarrollo 
prenatal y postnatal para el buen desarrollo de los órganos y, por lo tanto, es un 
determinante la función cardiovascular en la vida adulta. Las diversas funciones de este 
micronutriente y la alta prevalencia de su ingesta inadecuada en niños y embarazadas en 
nuestro país, han sido las principales razones que llevaron al estudio de los efectos de la 
deficiencia moderada de zinc durante el crecimiento fetal y postnatal sobre los sistemas 
cardiovascular y renal en la vida adulta  
Nuestros primeros estudios mostraron que las ratas macho expuestas a una 
deficiencia moderada de zinc durante el crecimiento postdestete presentaban un aumento 
en los niveles de presión arterial sistólica y una disminución en la tasa de filtrado 
glomerular a partir de los 30 días luego del destete (51 días de vida) hasta el final del 
protocolo experimental (81 días de vida). Estas alteraciones estaban asociadas a una 
disminución en el sistema del NO, un incremento del estrés oxidativo renal y sistémico y, a 
una activación de los procesos apoptóticos  en la corteza renal, que determinaban una 
disminución en la superficie de filtrado glomerular en las nefronas corticales y 
juxtamedulares (Tomat AL y col, 2005; 2007).  
En base a estos resultados, es que nos propusimos evaluar la deficiencia moderada 
de zinc durante diferentes etapas del crecimiento como un modelo de programación fetal 
de enfermedades cardiovasculares y renales. El modelo involucró una deficiencia moderada 
de zinc durante la preñez, lactancia y el crecimiento postdestete en ratas macho. Como en 
otros modelos de programación fetal, las ratas presentaron menor peso al nacer, un 
marcador de RCIU, lo cual se correlacionó negativamente con el número de nefronas y la 
presión arterial sistólica en la adultez. Entre las alteraciones renales en las ratas deficientes 
adultas se observaron, una menor tasa de filtrado glomerular asociada a menor número de 
nefronas y menor superficie de filtrado glomerular, una activación renal de la apoptosis y 
fibrosis, proteinuria y, una menor actividad del sistema de NO, un incremento en la 
peroxidación lipídica y una reducción en los niveles de los sistemas anti-oxidantes, como el 
glutatión, la GPx  y la CAT (Tomat AL y col, 2008; 2010). 
Sin embargo, muchas de las alteraciones renales inducidas en los animales adultos 
por la deficiencia de zinc durante la preñez y la lactancia no pudieron ser prevenidas al 
restituir el adecuado aporte de zinc en la dieta luego del destete, ya que estos animales 
también presentaban un aumento de la presión arterial, disminución de la tasa de filtrado 
glomerular y de la actividad del sistema del NO, así como alteraciones morfológicas renales 
y un incremento del daño oxidativo y de la apoptosis renal (Tomat AL y col, 2008). Estos 
resultados demuestran que esta injuria nutricional durante la nefrogénesis prenatal y 
postnatal puede programar alteraciones en la morfología y función renal, que 
probablemente contribuyan al desarrollo de HTA en la vida adulta. En vista de que muchos 
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modelos de programación fetal demuestran que la disfunción endotelial está asociada a la 
HTA, es que se estudió el sistema del NO en la arteria aorta en este modelo experimental. 
Se observó menor actividad de la NOS vascular y una menor expresión proteica de la eNOS 
en la arteria aorta, principal isoforma involucrada en la producción de NO endotelial. Por lo 
tanto, la menor producción de NO derivado de la eNOS en las arterias de conductancia 
podría alterar la relajación del MLV y la capacidad de responder ante el incremento del flujo 
sanguíneo y las fuerzas de rozamiento, determinando una menor compliance arterial y 
disfunción endotelial. (Tomat A y col, 2010). (Figura 1.14). 
Dadas las alteraciones vasculares y renales, que contribuyen al desarrollo de HTA 
en este modelo de programación fetal, nuestro siguiente objetivo fue investigar acerca de 
los efectos de esta injuria nutricional sobre el tejido cardíaco. 
El desarrollo cardíaco puede ser particularmente sensible a la deficiencia de zinc. Se 
ha descripto que, en ratas, la deficiencia severa de zinc se asocia a una alta incidencia de 
anomalías fetales cardiacas, las cuales podrían resultar, en parte, de una menor expresión 
de genes específicos cardiacos que contienen sitios de unión a factores de transcripción 
que contienen “dedos de zinc” en la secuencia promotora (Duffy JY y col, 2004;  Lopez V y 
col, 2008). Además, la apoptosis es un componente integral en el desarrollo embriogénico y 
la deficiencia de zinc puede inducir una disrupción en los patrones de apoptosis y 
proliferación, que caracterizan esta etapa, resultando en dismorfogénesis. Se ha reportado 
que la deficiencia de zinc materna se asocia a una excesiva muerte de células 
embriogénicas, especialmente en regiones y tejidos poblados por células de la cresta 
neural, esenciales para una morfogénesis normal del corazón (Lopez V y col, 2008). 
Recientemente, en nuestro laboratorio, evaluamos el impacto de la deficiencia 
moderada de zinc durante la vida fetal y etapas tempranas de la vida postnatal sobre el 
tejido cardíaco.  Nuestros resultados mostraron que las crías expuestas a la deficiencia de 
zinc presentaban menores pesos cardíacos a los 6 y 21 días de vida, respecto a las crías 
controles.  Al evaluar la histomorfología de los corazones, se observó una disminución del 
diámetro promedio de los cardiomiocitos en los animales deficientes de  6 días de vida, que 
se acompañó de un aumento en el número de células apoptóticas. Mientras que a los 21 
días, momento del destete, se observó lo contrario, un aumento compensatorio del tamaño 
de los cardiomiocitos de las crías deficientes y no se encontraron diferencias en el número 
de células apoptóticas en el tejido cardíaco (Tomat AL y col, 2013). En este sentido, ha sido 
demostrado que al día 21 de vida, el crecimiento cardiaco se produce principalmente por 
hipertrofia de los cardiomiocitos y el depósito de matriz extracelular (Rudolph AM, 2000).  
Más aún, en algunas de las alteraciones cardíacas tempranas, inducidas por esta 
deficiencia, se encontraron diferencias de sexo.  Por ejemplo, las hembras deficientes 
presentaron un aumento compensatorio del tamaño de sus miocitos más temprano que lo 
machos a pesar de que en ambos sexos se observó un menor tamaño cardíaco y un 
aumento de los procesos apoptóticos. Esto nos habla de mecanismos adaptativos 
tempranos diferentes entre ambos sexos (Tomat AL y col, 2013). 
Dados estos antecedentes y teniendo en cuenta las amplias funciones del zinc en el 
organismo, nos preguntamos si la deficiencia moderada de este elemento traza durante la 
vida fetal y el crecimiento postnatal programa el desarrollo de alteraciones cardíacas que 
contribuyen al incremento de la presión arterial observada en la vida adulta. Dilucidar los 
efectos de su deficiencia sobre el estrés oxidativo, la apoptosis, los factores pro-
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inflamatorios y de crecimiento y el sistema del NO en el tejido cardíaco, contribuirá a 
determinar algunos de los posibles mecanismos involucrados en la programación prenatal 
de ECV inducidas por este micronutriente. Por otra parte, los antecedentes descriptos 
previamente vislumbran interesantes diferencias de sexo en la programación de ECV 
relacionadas. Es por ello que resulta interesante evaluar si la deficiencia de zinc durante 
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Figura 1.14: Efectos de la restricción dietaria de zinc durante la vida fetal y postnatal sobre 
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Las ECV son un conjunto de patologías altamente prevalentes en la sociedad 
moderna. A pesar de los notables avances en el conocimiento de sus mecanismos 
etiopatogénicos, existe una permanente búsqueda de los factores y mecanismos que se 
encuentran involucrados en su generación y tratamiento.  
Dadas las importantes funciones del zinc en los diversos sistemas del organismo, 
existe un creciente interés en el estudio de la relación entre la deficiencia de este elemento 
traza y el inicio y/o progreso de patologías cardiovasculares en la vida adulta.  
La deficiencia moderada de zinc es más frecuente que su deficiencia severa, 
especialmente en recién nacidos, niños y mujeres embarazadas de países en desarrollo y 
desarrollados.  
En nuestro laboratorio, hace más de 10 años que estudiamos el impacto de la 
deficiencia moderada de zinc durante diferentes periodos de la vida en los sistemas 
cardiovascular y renal. Nuestro grupo de trabajo demostró que la restricción dietaria de 
este micronutriente durante la vida fetal y postnatal induce alteraciones en la estructura y 
función renal y vascular, que predisponen al desarrollo de ECV, como la HTA, en la vida 
adulta de ratas machos. Sin embargo, son escasos los trabajos experimentales que evalúan 
los efectos de esta injuria nutricional sobre el tejido cardíaco, otro órgano implicado en la 
regulación de la presión arterial, y tampoco se han descripto aún las diferencias de sexo en 
los efectos de esta deficiencia. 
                                                        
2.1.- HIPÓTESIS   
El insuficiente aporte de zinc en la dieta durante la vida fetal y postnatal induce 
alteraciones en la estructura y la función cardíaca que, junto a las alteraciones renales y 
vasculares previamente observadas, conducen a un incremento de la presión arterial en la 
vida adulta.  Las alteraciones del tejido cardíaco inducidas por esta injuria nutricional 
estarían mediadas, en parte, por una disminución en la actividad del sistema del NO, un 
aumento del estrés oxidativo, la activación de procesos apoptóticos, fribróticos e 
inflamatorios y una alteración en el manejo del calcio citosólico. 
Los efectos de esta deficiencia sobre la presión arterial, la morfología y función 
cardíaca serían más evidentes en machos que en hembras.   
Además, las alteraciones inducidas por la deficiencia de este mineral durante la 
vida fetal y la lactancia no podrían ser corregidas por el adecuado aporte de zinc luego del 
destete. Por lo tanto, la deficiencia moderada de zinc durante etapas tempranas del 
crecimiento predispone, a largo plazo, al desarrollo de enfermedades cardíacas en la vida 
adulta.   
Este estudio constituye un desafío ya que sus resultados y conclusiones nos 
permitirán tomar conciencia acerca de la importancia que tiene el adecuado aporte de los 
elementos traza durante el crecimiento pre y postnatal para asegurar el adecuado 
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2.2.- OBJETIVOS GENERALES      
Con el fin de demostrar la hipótesis planteada, los OBJETIVOS GENERALES de este 
de trabajo de tesis doctoral fueron: 
 Estudiar los efectos de la deficiencia moderada de zinc, durante la 
vida fetal, la lactancia, y/o el crecimiento posterior al destete, sobre la presión 
arterial y la funcionalidad y morfología cardíaca en la vida adulta de ratas machos y 
hembras.   
 Profundizar en los mecanismos por los cuales la deficiencia 
moderada de zinc durante el crecimiento prenatal y postnatal puede predisponer al 
desarrollo de las alteraciones morfológicas y funcionales cardíacas observadas en la 
vida adulta. Para ello se evaluarán los efectos de esta deficiencia sobre sistemas 
antioxidantes y pro-oxidantes, mecanismos de muerte celular programada, 
procesos inflamatorios y fibróticos, así como el sistema del NO en el tejido cardíaco 
de ratas machos y hembras adultas. A su vez, determinar si existían alteraciones en 
el manejo de calcio citosólico y el acortamiento celular en miocitos aislados. 
 Determinar si las alteraciones cardíacas, inducidas por la deficiencia 
de este mineral durante la vida fetal y la lactancia, pueden ser corregidas por el 
adecuado aporte de zinc luego del destete. Evaluar si existen diferencias de sexo.  
 
2.3.- OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Los OBJETIVOS ESPECIFICOS de este trabajo fueron:  
1.- Evaluar en ratas macho y hembras adultas, los efectos de la deficiencia 
moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento postdestete sobre la 
presión arterial sistólica (PAS).   
2.- Evaluar en ratas macho y hembras adultas, los efectos de la deficiencia 
moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento postdestete sobre la 
histomorfología y función cardiaca, mediante el estudio de:  
a) Los pesos cardíacos 
b) Parámetros estructurales y funcionales del ventrículo izquierdo 
c) Parámetros morfológicos de los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo 
d) La morfología  de las arterias coronarias  
e) Los depósitos de colágeno intersticial y perivascular en el corazón  
3.- Evaluar en el ventrículo izquierdo (VI) de ratas machos y hembras adultas, los 
cambios inducidos por la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o 
el crecimiento post-destete sobre:  
a) La expresión proteica del factor TGF-1  
b) La apoptosis  o muerte celular programada. 
c) La expresión de citoquinas pro-inflamatorias.  
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d) Los sistemas oxidantes y anti-oxidantes. 
e) El sistema del NO.  
4.- Evaluar en miocitos aislados del VI de ratas macho adultas los efectos de la 
deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete 
sobre el calcio citosólico y el acortamiento celular.  
5.- Determinar si las alteraciones cardíacas, inducidas por la deficiencia de este 
mineral durante la vida fetal y la lactancia en ratas machos y hembras, pueden ser 
corregidas por el adecuado aporte de zinc luego del destete.  
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3.1.- MODELO EXPERIMENTAL   
 
El estudio se llevó a cabo en ratas Wistar machos y hembras exocriadas. Las ratas 
hembras presentaban un peso corporal entre 250 - 300 g, mientras los machos pesaban 
entre 300 - 350 g. Previo al apareo, las ratas hembras se expusieron por 2 días a la viruta 
proveniente de los machos con los que se las iba a aparear. Este procedimiento garantiza 
que el ciclado de las ratas sea acorde  Posteriormente, se realizó el apareo por una semana. 
Se corroboró la potencialidad de la preñez al evaluar la pérdida del tapón mucoso. 
Luego del apareo, se separaron las hembras preñadas en dos grupos que recibieron 
diferentes dietas desde el inicio de la preñez hasta el momento del destete de las crías: 
 Dieta con bajo contenido en zinc (B, 8 ppm). 
 Dieta control (C, dosis diaria recomendada de zinc para roedores durante los 
periodos de preñez y lactancia, 30 ppm). 
El periodo de preñez en la rata dura 21 días. Luego del nacimiento de los animales, 
se conservaron 8 crías (4 hembras y 4 machos) por camada para asegurar una adecuada 
alimentación durante la lactancia. Las crías fueron destetadas a los 21 días de vida 
postnatal. A partir de ese momento (Día 0), las crías machos y hembras provenientes de las 
madres deficientes en zinc (B) fueron randomizadas en dos grupos que recibieron una dieta 
control (c, 30 ppm, dosis diaria recomendada de zinc para roedores durante los periodos de 
crecimiento) o una dieta baja en zinc (b, 8 ppm) durante 60 días (Esquema 3.1). Las crías 
nacidas de madres controles continuaron con la dieta control durante 60 días. De este 
modo quedaron conformados los siguientes grupos experimentales: 
 Cc: crías machos (m) y hembras (h) que recibieron dieta control durante la vida 
fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete  
 Bc: crías m y h que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y 
dieta control durante el crecimiento post-destete. 
 Bb: crías m y h que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y 
el crecimiento post-destete. 
Al final del periodo experimental, correspondiente a los 81 días de vida de las crías, 
los animales fueron sacrificados por decapitación para realizar los estudios que se detallan 
en la metodología. 
Todas las dietas aportaron la cantidad necesaria de nutrientes requerida para los 
periodos de preñez, lactancia y crecimiento, según las recomendaciones AIN-93 (Reeves PG, 
1997), como se muestra en la Tabla 3.1. Las mismas se diferencian solamente en el 
contenido de zinc de las mezclas de minerales. El contenido de zinc de las dietas fue 
determinado por espectrofotometría de absorción atómica. 
Los animales tuvieron libre acceso a las dietas y al agua deionizada y fueron criados 
en jaulas de acrílico individuales en un ambiente de humedad y temperatura controladas y 
con un ciclo luz-oscuridad de 12 hs. en el bioterio de la Cátedra de Fisiología de la Facultad 
de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires.  
El cuidado de los animales se llevó a cabo según los lineamientos de la 
Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT, 
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Resolución 6344/96) y de la Guía para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio 
publicada por el Instituto de Salud Nacional de los Estados Unidos (Publicación del NIH N° 
85-23, Revisado 1996). Este modelo experimental fue aprobado por el Comité de Ética del 
Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, de la Universidad de Buenos Aires (Res 
3191).  
Tabla 3.1: Recomendaciones nutricionales para roedores en crecimiento y composición de 
dietas experimentales. (g/kg de dieta) 
Dieta AIN-93 Control Baja 
Caseinato de calcio* 200 200 200 
Aceite de maíz 70 70 70 
Mezcla de 
minerales† 35 35 - 
Mezcla de 
minerales- libre de 
zinc‡ - - 35 
Mezcla de vitaminas§ 10 10 10 
Colina 1 1 1 
Dextrina 684 684 684 
Zinc 0,03 0,03 0,008 
 
*Caseinato de calcio, COFEM S.A. †Composición (g/kg mezcla): Carbonato de calcio (142,7); Fosfato 
dibásico de potasio (301,6); Cloruro de sodio (176,5); Sulfato de magnesio heptahidrato (146,9); 
Citrato de hierro y amonio (6,06); Cloruro de zinc (1,79); Sulfato de manganeso monohidrato (0,92); 
Sulfato de cobre pentahidrato (0.63); Ioduro de potasio (0,0078); Selenato de sodio anhidro 
(0.01025); Molibdato de amonio tetrahidrato (0,008);  Sacarosa molida (223).‡ Composición: idéntica 
a la mezcla de minerales pero sin cloruro de zinc. § Composición (g/kg mezcla): Ácido Nicotínico (3); 
Pantotenato de Calcio (1,6); Piridoxina HCl, Vit B6 (0,7); Tiamina-HCl, Vit B1 (0,6); Riboflavina, Vit B2 
(0,6);  Ácido fólico (0,2); Vit B12, 0,1% triturado en manitol (2,5); Vit D3 colecalciferol, 40.000.000 U/g 
(0,0025); VitK, Menadiona (0,029); Sacarosa molida (990,7485). Soluciones de Vitaminas, ml a 
agregar a 1 kg de dieta: Vit E, DL-all-rac-α-Tocoferol 750 U/10 ml aceite de Soja (1); Vit A all-trans-
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Esquema 3.1: Modelo experimental de deficiencia moderada de zinc durante la preñez, 
lactancia y crecimiento. 
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3.2.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL  
Se determinaron los pesos corporales de las hembras preñadas durante la 
gestación y la lactancia. Se extrajeron muestras de sangre de la cola de las ratas luego del 
destete (1,5 ml, previa dilatación con calor). La sangre fue anti-coagulada con heparina 
sódica para obtener las muestras de plasma.  
Se determinó  el peso corporal de las crías, semanalmente, a partir de los 6 días de 
vida para determinar la ganancia de peso durante el periodo experimental. El consumo de 
alimento de las madres y las crías fue monitoreado cada 2 días durante todo el 
experimento. La presión arterial sistólica (PAS) de los animales fue medida a los 36, 51, 66 y 
81 días del periodo experimental. 
A los 70 días de vida de las crías, se les realizó un ecocardiograma y 
electrocardiograma para la evaluación de la estructura y función cardiaca.  
Al finalizar el período experimental (81 días de vida), los animales fueron 
sacrificados por decapitación, se obtuvieron muestras de sangre que fue anti-coagulada con 
heparina sódica y se les extrajo rápidamente el corazón y la tibia de ambos miembros 
inferiores (derecho e izquierdo) (Esquema 3.2). 
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3.2.1.- Determinaciones realizadas 
 Medición del peso corporal y consumo de alimento de las madres durante los 
periodos de gestación y lactancia.  
 Medición del peso corporal, la ganancia de peso desde 21 a 81 días de vida, el largo 
de la tibia y el consumo de alimento de las crías. 
 Determinación de la concentración plasmática de zinc en las madres y en las crías 
 Medición de la presión arterial sistólica de las crías. 
 Evaluación de la morfología y estructura del tejido cardíaco en las crías:  
1. Pesos cardíacos. 
2. Parámetros estructurales y funcionales del VI. 
3. Diámetro promedio de los cardiomiocitos del VI. 
4. Evaluación del colágeno intersticial del VI. 
5. Morfología de las arterias coronarias de VI. 
 Medición de la expresión proteica del factor de crecimiento transformante beta 1 
en VI. 
 Medición de la apoptosis o muerte celular programada en el VI. 
 Determinación de las citoquinas pro-inflamatorias en el VI. 
 Evaluación del estrés oxidativo en el VI: 
1.  Determinación de la actividad de la enzima anti-oxidante catalasa (CAT) 
2. Determinación de la actividad de la enzima glutatión peroxidasa (GPx)  
3. Determinación de la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD)  
4. Determinación de los productos de peroxidación lipídica.  
5. Determinación de grupos sulfidrilos de compuestos no proteicos: glutatión 
reducido (GLUT) 
 Evaluación del sistema del NO en el VI: 
1. Determinación de la actividad de la enzima NOS 
2. Determinación de la expresión del ARNm de la isoforma endotelial de la NOS 
(eNOS) 
3. Determinación de la expresión proteica de la eNOS y de su isoforma fosforilada 
en el residuo de Serina 1177 
 Evaluación del calcio citosólico y acortamiento celular en miocitos aislados  
1. Aislamiento de miocitos cardíacos 
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4.1.- ANIMALES 
Para todos los apareos se utilizaron ratas macho y hembra Wistar exocriadas. Las 
hembras presentaban un peso corporal entre 250 - 300 g y los machos pesaban entre 300 - 
350 g.  
Previo al apareo se expusieron las ratas hembra a la viruta proveniente de los 
machos, con los que se las iba a aparear posteriormente, por 2 días. Este procedimiento 
garantiza que el ciclado de las ratas sea acorde.  Posteriormente, se realizó el apareo por 
una semana. Se corroboró la potencialidad de preñez al evaluar la pérdida del tapón 
mucoso. 
El cuidado de los animales se llevó a cabo según los lineamientos de la 
Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT, 
Resolución 6344/96) y de la Guía para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio 
publicada por el Instituto de Salud Nacional de los Estados Unidos (Publicación del NIH N° 
85-23, Revisado 1996). Este modelo experimental fue aprobado por el Comité de Ética del 
Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, de la Universidad de Buenos Aires (Res 
3191). 
 
4.2.- REACTIVOS  
Nombre Origen  




Ácido 5,5´ditio-bis -2-nitro benzoico (DTNB) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido clorhídrico Anedra, Argentina 
Ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 
Ácido etilen-glicol-tetraacético (EGTA)  Sigma-Aldrich, USA 
Ácido fólico  Anedra, Argentina 
Acido nicotínico   Fluka, Suiza 
Ácido ortofosfórico  Merck, Argentina 
Ácido pícrico Sigma-Aldrich, USA 
Ácido tiobarbitúrico (TBA)  Sigma-Aldrich, USA 
Ácido tricloroacético Sigma-Aldrich, USA 
Agua Libre de Nucleasas  Biodynamics, Argentina 




Materiales y Métodos 59 
Albúmina sérica bovina    ICN (USA) 
Aminoguanidina Sigma, USA 
Anticuerpo monoclonal de conejo anti-β-
actina  
Sigma, USA 
Anticuerpo policlonal de cabra anti-IL-6 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS 
(eNOS) 
BD Transduction Laboratories 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-eNOS 
fosforilada en Ser1177 (pSer1177eNOS) 
Cell Signaling Technology, USA 
Anticuerpo policlonal de conejo anti- TGF-β1 ABCAM, England 
Anticuerpo policlonal de conejo anti-TNF-α R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo 
conjugado con peroxidasa de rábano   
Amersham Pharmacia Biotech 
[14C]L-arginina clorhidrato (actividad 
específica: 360 mCi/mmol) 
Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, 
Boston, USA 
Azida sódica Anedra, Argentina 
Bálsamo de Canadá Merck, Argentina 
Bicarbonato de sodio Anedra, Argentina 
Biotina  Sigma-Aldrich, USA 
Butilhidroxitolueno (BHT) Sigma, USA 
Calmidazolium Sigma, USA 
Carbonato de calcio precipitado  Biopack, Argentina 
Caseinato de calico COFEM S.A., Argentina 
Citrato de hierro y amonio Sigma, USA 
Cloruro de calcio dihidrato Anedra, Argentina 
Cloruro de colina Anedra, Argentina  
Cloruro de magnesio hexahidrato Laboratorios Cicarelli, Argentina 
Cloruro de potasio  Laboratorios Cicarelli, Argentina 
Cloruro de sodio  Biopack, Argentina 
Cloruro de zinc Biopack, Argentina 
Cloruro férrico Anedra, Argentina 
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Cocktail de inhibidores de proteasas Thermo Scientific, USA 
Cocktail de inhibidores de fosfatasas Calbiochem, Merck, Argentina 
Coomassie Brillant Blue G250, solución ácida Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
D (+) Sacarosa Biopack, Argentina 
D-glucosa Sigma-Aldrich, USA 
Diaminobenzidina Polyscience, Warrington, PA, USA 
Dihidrocloruro de N-(1-naftil)-etilendiamina Sigma-Aldrich, USA 
Direct Red 80 Sigma-Aldrich, USA 
Ditiotreitol Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
dNTPs Mix, 10 mM each Thermo Scientific, USA 
eNOS primers Forward, Reverse IDT, USA 
Eosina Merck, Argentina 
Epinefrina  Sigma, USA 
Etanol Absoluto Merck, Argentina 
Éter etílico Dorwil, Argentina 
Formaldehído Anedra, Argentina 
Fosfato dibásico de potasio Anedra, Argentina 
Fosfato dibásico de sodio Anedra, Argentina 
Fosfato monobásico de potasio Anedra, Argentina 
Fosfato monobásico de sodio monohidrato Anedra, Argentina 
Fucsina ácida Sigma-Aldrich, USA 
GAPDH Primers Forward, Reverse IDT, USA 
Glicina Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
Glucosa-6-fosfato Sigma-Aldrich, USA 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Sigma-Aldrich, USA 
Glutatión Sigma-Aldrich, USA 
Hematoxilina de Mayer Sigma-Aldrich, USA 
Hidróxido de sodio  Anedra, Argentina 
Ioduro de potasio Anedra, Argentina 
Ketamina sodica Holliday-Scot S.A, Argentina 
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Kit comercial Dead End T, Colorimetric 
System 
Promega, USA 
kit comercial Vecstastain Elite ABC 
(Universal) 
Vector Laboratories, CA, USA  
Leche en polvo desnatada Svelty, Nestle 
Maltodextrina  FOOD S.A., Argentina 
Marcador de peso molecular Full Range 
Rainbow 
Amersham Pharmacia Biotech, GE 
Healthcare Life Sciences, Sweeden 
Membrana de nitrocelulosa, Hybond 
ECL0,45µm 
Amersham Pharmacia Biotech, GE 
Healthcare Life Sciences, Sweeden 
β-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich, USA 
Metanol Merck, Argentina 
Mezcla Real 2x para Real-Time PCR, 100rxn Biodynamics, Argentina 
Midazolam Richmond Vet Pharma, Argentina 
Molibdato de amonio tetrahidrato Anedra, Argentina 
β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
reducido (β-NADPH) 
Sigma-Aldrich, USA 
Nitrato de sodio  Anedra, Argentina 
Nitrato reductasa Sigma-Aldrich, USA 
7-nitroindazol Sigma, USA 
Nω-Nitro-L-arginina metil éster clorhidrato 
(L-NAME) 
Sigma, USA 
Oligo(dT)18 primer (0,5µg/µl) Thermo Scientific, USA 
Optiphase Hi Safe 3 Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, 
Wallac, OY, Finlandia 
Pantotenato de calcio Anedra, Argentina 
Paraformaldehído Riedel-de Haën, Alemania 
Peróxido de hidrógeno Laboratorios Cicarelli, Argentina 
Persulfato de amonio (PMSF) Sigma-Aldrich, USA 
Piridoxina HCl  Sigma-Aldrich, USA 
Reactivo bloqueante de peroxidasa DakiCytomation, Mississauga, Ontario, 
Canadá 
Resina Dowex AG50-X8, forma Na+  Bio Rad Laboratories, Inc., USA 
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RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/µl) ThermoFisher Scientific, USA 
(-)-Riboflavina  Sigma, USA 
RiboLock RNase Inhibitor (40u/µl) Thermo Scientific, USA 
RNAlater RNA stabilization reagent  QIAGEN, USA 
RNase-Free DNase Set QIAGEN, USA 
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit QIAGEN, USA 
Rojo de Ponceau S Sigma-Aldrich, USA 
Sacarosa Anedra, Argentina 
SDS-PAGE Bio-Rad, Munchen, Germany 
Selenato de sodio anhidro Sigma-Aldrich, USA 
Sistema de detección Amersham ELC de 
Western Blotting Detection Reagent 
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Sweeden 
Solución de Lugol Sigma-Aldrich, USA 
Sulfanilamida Sigma-Aldrich, USA 
Sulfato de cobre pentahidrato Anedra, Argentina 
Sulfato de magnesio heptahidrato  Biopack, Argentina 
Sulfato de manganeso monohidrato Cicarelli, Arentina 
Superóxido dismutase Sigma-Aldrich, USA 
Terbutilhidroperóxido Fluka, Suiza 
Tiamina HCl Sigma, USA 
Tris Ultra PureTM  Invitrogen, USA 
Tween 20 Sigma-Aldrich, USA 
Vitamina A palmitato, 1.700.000 IU/g Parafarm, Argentina 
Vitamina B12 Sigma-Aldrich, USA 
Vitamina D3, colecalciferol 40.000.000 U/g Sigma-Aldrich, USA 
Vitamina E, alfa-tocoferol Sigma-Aldrich, USA 
Vitamina K, menediona   Sigma, USA 
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4.3.- MEDICIÓN DEL PESO CORPORAL Y CONSUMO DE ALIMENTO DE LAS MADRES 
DURANTE LOS PERIODOS DE GESTACIÓN Y LACTANCIA 
Se registró el peso corporal de los animales semanalmente, desde el inicio del 
apareo (día 0 de gestación) hasta los 21 días de lactancia en balanza analítica (precisión: ± 
0.1 g) (Ohaus, modelo AR5120, USA). El consumo de alimento se determinó, cada dos días, 
como la diferencia entre el peso del alimento del día que se llenó el comedero y el peso de 
alimento remanente 2 días después. El consumo de alimento se expresó como el consumo 
promedio diario registrado durante los periodos de gestación y lactancia de las madres. 
 
4.4.- MEDICIÓN DEL PESO CORPORAL, LA GANANCIA DE PESO DESDE 21 A 81 DÍAS DE 
VIDA, EL LARGO DE LA TIBIA Y EL CONSUMO DE ALIMENTO DE LAS CRÍAS 
Se registró el peso corporal de los animales semanalmente, desde el destete (día 21 
de vida) hasta el final del periodo experimental (81 días de vida) en balanza analítica 
(precisión: ± 0.1 g) (Ohaus, modelo AR5120, USA). El consumo de alimento se determinó, 
cada dos días, como la diferencia entre el peso del alimento del día que se llenó el 
comedero y el peso de alimento remanente 2 días después. El consumo de alimento se 
expresó como el consumo promedio diario registrado durante el protocolo experimental. 
 
4.5.- DETERMINACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES PLASMÁTICAS DE ZINC EN LAS 
MADRES Y EN LAS CRÍAS 
Fundamento y Metodología      
Las muestras de plasma fueron diluidas 1/5 en agua deionizada para la posterior 
determinación de la concentración de zinc por espectrofotometría de absorción atómica a 
una longitud de onda 213.9 nm (VARIAN SPETR AA-20). El material de Referencia NIST RM 
8435 (leche entera en polvo) fue sometido a un tratamiento idéntico para verificar la 
exactitud y reproducibilidad del método analítico. Todo el material de laboratorio fue 
previamente lavado con ácido nítrico (20%) y agua deionizada. 
 
4.6.- MEDICIÓN DE LA PRESIÓN ARTERIAL SISTÓLICA DE LAS CRÍAS                                              
Fundamento  
Las mediciones de presión arterial sistólica se realizaron en ratas conscientes, por 
método no invasivo, en la cola de las ratas (método tail-cuff), utilizando un transductor de 
pulso (MP100 Pulse Transducer, PanLab) y fueron registrados con un polígrafo (Fisiógrafo 
modular Power Lab, Quad Bridge Amp, ADInstruments). Los datos obtenidos se procesaron 
con un programa de adquisición de datos (Powerlab 8/30 and Labchart, Australia). Los 
resultados se expresaron en mmHg. 
Metodología 
Para obtener una medida de PAS fiable, las ratas fueron aclimatadas a la 
manipulación y al medio externo en cepos, acordes al tamaño de las ratas, y en un 
ambiente termostatizado y silencioso por 40 minutos. Se realizó la adaptación de los 
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animales con 2-3 sesiones de medida donde únicamente se realizaba la inflación-deflación 
del manguito de presión, sin registrar los valores de PAS. Una lámpara fue utilizada para 
mantener una temperatura de 33-34ºC durante las medidas, con la finalidad de mejorar la 
vasodilatación local en la cola del animal. 
Después del periodo de adaptación, las ratas permanecieron relativamente 
imperturbables cuando se realizaron las medidas definitivas. Se realizaron las medidas de 
PAS a los 15, 30, 45 y 60 días post-destete y el valor de PAS fue calculado como el promedio 
de 6 mediciones. Se descartaron las medidas consideradas aberrantes por movimientos del 
animal o artefactos. 
 
4.7.- EVALUACIÓN DE LA MORFOLOGÍA Y ESTRUCTURA  DEL TEJIDO CARDÍACO EN LAS 
CRÍAS  
4.7.1.- Pesos cardíacos 
Una vez extraídos los corazones, estos fueron debidamente lavados en solución 
fisiológica y secados. Luego, se registró el peso del corazón entero (PCor), del ventrículo 
izquierdo (VI) y del derecho (VD) y el peso de las aurículas (AU) en balanza analítica 
(precisión: ± 0.0001) (Ohaus Corporation, Modelo: EP64,  Pine Brook, NJ, USA). Además, se 
extrajo la tibia de ambos miembros inferiores (derecho e izquierdo) y se midieron utilizando 
un calibre (Vernier Caliper, 0-150 mm). Se expresaron los pesos cardíacos en relación al 
promedio del  largo de las tibias (LT; cm) utilizando la siguiente nomenclatura:  
Pcor/LT; VI/LT; VD/LT; AU/LT 
 
4.7.2.- Parámetros estructurales y funcionales del ventrículo izquierdo     
Todas las determinaciones se realizaron, mediante ecocardiograma (ECC) y 
Electrocardiograma (ECG), de acuerdo a los lineamientos de la American Society of 
Echocardiography y la American Heart Association, respectivamente (Sahn DJ y col, 1978). 
Metodología 
Al día 70 del período experimental, los animales fueron anestesiados con ketamina 
(100g/kg; ip) y midazolam (5g/kg; ip) y rasurados en la porción ventral del tórax y en el 
abdomen superior en condiciones asépticas. Las determinaciones ecocardiográficas se 
realizaron en posición decúbito lateral izquierdo y se obtuvieron imágenes en 2D 
(bidimensionales) en modo-M usando un sistema Sonoscope (Modelo: A6 Vet, configurado 
con un transductor microconvexo electrónico multifrecuencial  9-4 MHz). Las mediciones se 
tomaron desde el plano del eje corto paraesternal derecho a nivel de la válvula mitral. Se 
determinó (en mm): espesor de la pared libre del ventrículo izquierdo (PLVI), espesor del 
tabique interventricular (TIV) y diámetro del ventrículo izquierdo (DVI) en diástole (d) y en 
sístole (s). Se calculó (en %) la fracción de eyección (FE) y acortamiento (FA) a partir de las 
dimensiones internas del VI de acuerdo a las siguientes formulas: 
FE = ((DVId3-DVIs3)/DVId3) x 100 
FA = ((DVId-DVIs)/DVId) x 100 
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El espesor parietal relativo de la pared del VI (EPR) se calculó utilizando la formula 
((PLVI + TIV)/ DVId)) (Slama M y col, 2003; Escudero EM y col, 2009): 
La frecuencia cardiaca (FC; latidos/minuto) se monitorizó usando un ECG estándar 
(Temis, Modelo: TM 1210). Las mediciones se registraron en posición supina colocando un 
electrodo en cada extremidad. El electrodo en la extremidad posterior derecha funcionó 
como electrodo de referencia. De acuerdo a las recomendaciones de la American Heart 
Association, se obtuvieron las derivaciones bipolares I (entre la extremidad anterior 
izquierda y derecha), II (entre la extremidad anterior izquierda y la posterior izquierda) y III 
(entre la extremidad anterior y la posterior izquierda) y las derivaciones unipolares avR, AvL 
y avF. Las mediciones del ECG se obtuvieron con una frecuencia de 25-50 mm/s y los 
registros se obtuvieron con una duración mínima de 1 minuto para permitir seleccionar los 
latidos y hacer un promedio.  
 
4.7.3.- Diámetro promedio de los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo  
Metodología 
El diámetro de los miocitos se midió en cortes de VI de 3 µm de espesor teñidos 
con hematoxilina-eosina (H-E). Se evaluaron aquellos miocitos cardíacos en los que los 
núcleos se ubicaban en el centro de la célula y tenían forma redonda. Se seleccionaron 100 
miocitos provenientes de 24 fotos de cortes de diferentes secciones del VI. Se analizaron 8 
fotos por corte de tejido y 3 cortes no consecutivos por rata. Se midió el diámetro 
longitudinal y transversal y se calculó el promedio de ambos diámetros para cada miocito 
(DPM, µm). Los preparados fueron analizados con una magnificación de x400. Las 
observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 equipado con una 
cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canadá).  Las 
imágenes se analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  
Silver Spring, MD). Las mediciones se realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones 
de luz, ganancia, compensación, y magnificación (Tomat AL y col, 2013). 
Técnica de tinción con hematoxilina-eosina. 
Se realizaron cortes del tejidos parafinizado de 3 μm de grosor, posteriormente 
fueron desparafinizados con xileno, se rehidratan con soluciones alcohólicas de 
concentración decreciente, y se tiñen con solución acuosa de Hematoxilina. 
Posteriormente, se deshidratan con soluciones alcohólicas de concentración 
creciente, y se tiñen con solución alcohólica de eosina. Lavar con xileno, agregar un líquido 
de montaje no acuoso, y cubrir con un cubre-objetos para lograr un preparado 
permanente. La eosina es un colorante ácido, por lo cual se asocia y colorea a estructuras 
catiónicas del citoplasma y matriz extracelular, tales como: filamentos citoplasmáticos 
(como los de células musculares); membranas intracelulares; y fibras extracelulares. La 
hematoxilina se asocia con mordientes para actuar como un colorante básico, por lo cual se 
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4.7.4.- Evaluación del colágeno intersticial del ventrículo izquierdo.  
Tinción de Sirius Red 
Fundamento  
El sirius red es un colorante aniónico que interactúa a través de sus grupos 
sulfónicos con los grupos básicos presentes en las moléculas de colágeno, bajo luz visible, y 
permite evaluar los depósitos de colágeno tipo I y III en los tejidos (Junqueira LC y col, 
1979).  
Metodología 
Se realizaron cortes del tejidos parafinizado de 3 μm de grosor, posteriormente 
fueron desparafinizados y rehidratados en distintos grados de etanol y en solución buffer 
fosfato de sodio, pH 7,4. La coloración Picro-sirius Red de los cortes de tejido cardíaco se 
realizó por inmersión durante 30 minutos en una solución acuosa saturada en ácido pícrico 
de Sirius Red 0,5% p/v (Direct Red 80, Sigma 365548), luego se realizan 2 lavados con HCl 
0,01M y la contra tinción se realizó utilizando hematoxilina de Mayer durante 5 minutos.  
Los preparados fueron analizados con una magnificación x40. Para evaluar el 
depósito de colágeno en el parénquima del VI se analizaron 6 fotos por corte de tejido y 3 
cortes no consecutivos por rata. Se midió el área teñida de colágeno respecto del área total 
de tejido y los resultados se expresaron como el porcentaje del área total del tejido que 
presento tinción (FCI; % área teñida/área total). Para estas determinaciones se utilizó un 
microscopio óptico Olympus BX51 equipado con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus 
America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canadá). Las imágenes se analizaron con el software 
Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD). Las mediciones se 
realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, compensación, y 
magnificación. 
 
4.7.5.- Morfología de las arterias coronarias del ventrículo izquierdo 
Tinción de Sirius Red 
Fundamento  
El sirius red es un colorante aniónico que interactúa a través de sus grupos 
sulfónicos con los grupos básicos presentes en las moléculas de colágeno, bajo luz visible, y 
permite evaluar los depósitos de colágeno tipo I y III en los tejidos (Junqueira LC y col, 
1979). 
Metodología 
Se realizaron cortes del tejidos parafinizado de 3 μm de grosor, posteriormente 
fueron desparafinizados y rehidratados en distintos grados de etanol y en solución buffer 
fosfato de sodio, pH 7,4. La coloración Picro-sirius Red de los cortes de tejido cardíaco se 
realizó por inmersion durante 30 minutos en una solución acuosa saturada en ácido pícrico 
de Sirius Red 0,5% p/v (Direct Red 80, Sigma 365548), luego se realizan 2 lavados con HCl 
0,01M y la contra tinción se realizó utilizando hematoxilina de Mayer durante 5 minutos.  
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Se determinaron las siguientes relaciones porcentuales: área de la pared de la 
arteria/área de la luz del vaso (APA/AL), área de la luz/área total del vaso (AL/ATV) y área 
de colágeno perivascular/ área de la luz (CPV/AL) de las arterias coronarias del VI. Los 
preparados fueron analizados con una magnificación x400. Para estas determinaciones se 
utilizó un microscopio óptico Olympus BX51 equipado con una cámara digital (Qcolor 3, 
Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canadá). Las imágenes se analizaron 
utilizando el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  Silver Spring, MD). 
Las mediciones se realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones de luz, ganancia, 
compensación y magnificación.  
 
4.8.- MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN PROTEICA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO 
TRANSFORMANTE BETA 1 EN EL VENTRÍCULO IZQUIERDO 
Fundamento 
Se determinó la expresión proteica del factor de crecimiento transformante beta 1 
(TGF-β1), mediante la técnica de Western blot, en el ventrículo izquierdo. 
Metodología  
Los tejidos extraídos fueron homogeneizados en el buffer HEPES 20 mM, EDTA 1 
mM, persulfato de amonio (PMSF) 2 mM, sacarosa 280 mM, ditiotreitol 1 mM, que 
contiene además el cocktail de inhibidores de proteasas 1:100. Posteriormente los 
homogenatos fueron centrifugados a 10.000 rpm, a 4°C y por 10 minutos. Los 
sobrenadantes se reservaron en freezer de -80ºC hasta el momento de realizar las 
determinaciones.  
Se midió la concentración de las proteínas en los homogenatos mediante la técnica 
de Bradford. Posteriormente, las proteínas de los homogenatos (0,050 mg proteínas/calle) 
fueron separadas en un gel de SDS-PAGE al 12% realizando una electroforesis a 100 mV 
durante 1 hora (aprox.) en una minicubeta (Bio-Rad) y utilizando el buffer Laemmli (Tris.HCl 
50 mM pH 6,8, urea 6 M, β2-mercaptoetanol 6%, SDS 3%, azul de bromofenol). 
Para transferir las proteínas del gel a las membranas de nitrocelulosa se utilizó el 
sistema Miniprotean 3 (Bio-Rad) a 300 mA, a 4°C, durante 1 hora y utilizando un buffer de 
transferencia (Tris 48 mM pH 9,2, glicina 39 mM, metanol 20%). La cantidad de proteína 
transferida se determinó mediante tinción con el colorante rojo de Ponceau S. 
Posteriormente, se bloqueó la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente 
con 5% leche en polvo desnatada en buffer Tris (TBS)/Tween 20 0,1% con agitación. Luego 
se realizó la incubación con los anticuerpos primarios policlonales anti-TGF-β1 de conejo 
(dilución: 1:1000) y anti-β-actina de conejo (dilución 1/2000) overnight a 4°C con agitación 
suave.  
Tras realizar 4 lavados de 10 minutos con TBS/Tween 20 0.1% a temperatura 
ambiente con agitación, estos anticuerpos fueron detectados con el anticuerpo secundario 
anti-conejo de cabra marcado con peroxidasa de rábano (dilución 1:3000) durante 1 hora a 
temperatura ambiente y agitación suave. Luego se realizaron otros 4 lavados de 10 minutos 
con TBS/Tween 20 0,1% a temperatura ambiente con agitación para eliminar el exceso del 
anticuerpo secundario. 
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Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia usando el sistema de 
detección ECL (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) por 2-4 minutos. 
La cuantificación de las bandas fue realizada mediante un analizador de imágenes digitales 
y usando un scanner Hewlett-Packard y el software de análisis ImageJ (National Institutes of 
Health, MD, USA).  
Los niveles proteicos de la TGF-β1  fueron expresados como la densidad óptica de 
cada banda normalizada por la densidad óptica correspondiente a la banda de β-actina 
corrida en el mismo gel. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.  
Cuantificación de la concentración de proteínas  
La concentración de proteínas en los homogenatos se midió mediante la técnica de 
Bradford. Es una técnica colorimétrica basada en el cambio de absorbancia, de 466 nm a 
595 nm, de una solución ácida de Coomassie Brillant Blue G250. Para la curva de calibración 
se empleó como patrón estándar de seroalbúmina bovina (BSA) disuelta en el buffer de 
homogeneización de las muestras. En un tubo de reacción se mezclaron por inmersión 100 
µl de una dilución 1/40 de los homogenatos, 100 µl de agua destilada como blanco o 100 µl 
de diluciones de BSA (Solución madre: 0,5 mg/ml, curva de calibración: 1/3, 1/5, 1/10, 1/20) 
con 90 µl de agua destilada y 1000 µl de reactivo de Bradford. Se incubo a temperatura 
ambiente 5 minutos, se leyó la absorbancia a 595 nm y se realizó el cálculo de la 
concentración de proteínas extrapolando en la curva.  
 
4.9.- MEDICIÓN DE LA APOPTOSIS O MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN EL VENTRÍCULO 
IZQUIERDO  
Fundamento  
El ensayo de TUNEL detecta las células del VI que han sufrido apoptosis. El Kit 
DeadEnd, Colorimetric System (Promega) permite identificar los extremos 3’-OH libres de 
los fragmentos del ADN genómico clivado como consecuencia de los procesos apoptóticos. 
Utilizando una enzima desoxinucleotidil transferasa recombinante, se incorporan 
nucleótidos biotinilados al extremo 3´-OH del ADN, los cuales serán posteriormente 
marcados, utilizando el conjugado estreptoavidina-peroxidasa de rábano y detectados con 
el agregado de peróxido de hidrógeno y diaminobencidina (DAB). De este modo, los núcleos 
apoptóticos presentarán marcación de color marrón (Arends MJ y col, 1990; Gavrieli Y y col, 
1992) 
Metodología    
Se realizaron cortes de VI parafinizado de 4 µm de grosor, posteriormente se los 
deparafinizaron y rehidrataron en distintos grados de etanol y solución PBS, pH 7,4. Los 
cortes fueron fijados por inmersión en solución de paraformaldehido al 4% durante 15 
minutos y se los permeabilizó por incubación con proteinasa K (20 µg/ml) durante 15 
minutos. Luego de refijar los cortes de VI con solución de paraformaldehido 4% durante 5 
minutos, se los incubó con buffer de equilibrio durante 10 minutos. Todos estos 
procedimientos fueron realizados a temperatura ambiente. Los cortes fueron 
posteriormente tratados con una mezcla de nucleótidos biotinilados y la enzima 
desoxinucleotidil transferasa (TdT) en el buffer de reacción durante 60 minutos a 37°C 
dentro de una cámara húmeda para marcar los extremos del ADN fragmentado de las 
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células apoptóticas. La actividad peroxidasa endógena en el tejido cardíaco fue bloqueada 
por incubación con una solución de H202 3% en PBS durante 5 minutos.  
Posteriormente se los incubó con la solución del conjugado de estreptoavidina-
peroxidasa de rábano durante 30 minutos y luego fueron coloreados con el cromógeno 
diaminobenzidina y H2O2 durante 10 minutos. Se les realizó una contra tinción con 
hematoxilina de Mayer y fueron montados en medio acuoso (10% glicerol) para el análisis 
por microscopía óptica. 
Control Positivo: Un corte de VI proveniente de una rata control fue tratado con 
una nucleasa del DNA previo a la realización de la técnica de TUNEL. La totalidad de las 
células presentaban marcación nuclear. Este control permitió confirmar que la 
permeabilización y la reacción de marcación fueron correctas. 
Control Negativo: En un corte de VI proveniente de una rata control se realizó la 
marcación de TUNEL sin el agregado de la TdT. Las células de este preparado no mostraron 
marcación nuclear. 
Se determinó el número de núcleos apoptóticos por área de VI en 20 campos 
visuales no consecutivos (magnificación de x400), correspondientes a dos secciones por 
rata, provenientes de sectores diferentes del VI. 
Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 equipado 
con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canadá).  
Las imágenes se analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  
Silver Spring, MD). Las mediciones se realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones 
de luz, ganancia, compensación y magnificación. 
  
4.10.- DETERMINACIÓN DE LAS CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS EN EL VENTRÍCULO 
IZQUIERDO 
Fundamento 
La IL-6 y el TNF-α, son citoquinas pro-inflamatorias que poseen un rol central en los 
mecanismos etiopatogénicos de varias patologías cardiacas de origen inmunológico o 
inflamatorio (Giani JF y col, 2011; Gullestad A y col, 2012; Lambertsen KL y col, 2012; Park S 
y Lakatta EG, 2012). Se determinó la inmunomarcación de IL-6 y TNF-α, mediante la técnica 
de inmunohistoquímica en el ventrículo izquierdo. 
Metodología  
La porción del VI fue fijada en formaldehido 10% p/v en buffer fosfato de sodio, pH 
7,4 e incluida en parafina. Se realizaron cortes de 5 µm de espesor y se desparafinizaron 
empleando xileno y, a continuación, distintos grados de alcohol etílico y finalmente 
solución buffer PBS, pH 7,4.  
La inmunomarcación de las secciones de VI se llevó a cabo mediante el empleo del 
kit comercial Vecstastain ABC (Universal Elite, Vector Laboratories, CA, USA) que utiliza el 
complejo avidina-biotina-peroxidasa. Después de la desparafinizacion y rehidratación, las 
secciones se lavaron durante 5 minutos en solución buffer PBS pH 7,4. La actividad de la 
peroxidasa endógena se bloqueó mediante la incubación de las secciones durante 30 
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minutos en peróxido de hidrogeno 1% p/v en metanol. Después de lavar en PBS, pH 7,4 
durante 20 minutos, se incubaron con suero de bloqueo durante 20 minutos. 
Posteriormente, las secciones se incubaron con el anticuerpo primario de cabra anti-IL-6 
(dilución 1/100) o con el anticuerpo primario anti-TNF-α (dilución 1/50), durante overnight 
a 4ºC. 
Los controles negativos se realizaron con secciones de tejido incubadas con PBS en 
vez de anticuerpo primario. Se realizaron lavados con PBS para remover el anticuerpo 
primario, y se incubo con el anticuerpo secundario biotinilado (Biotynilated Universal 
Antibody) durante 30 minutos. Después de lavar en PBS, se incubaron durante 40 minutos 
con el reactivo Vectastain Elite ABC, y se expusieron durante 5 minutos a 0,1% 
diaminobenzidina y peróxido de hidrogeno 0,2% en solucion buffer Tris 50 mM, pH=8. La 
contra-tinción se realizó con hematoxilina de Mayer.  
Las observaciones se realizaron con un microscopio óptico Olympus BX51 equipado 
con una cámara digital (Qcolor 3, Olympus America Inc., Richmond Hill, Ontario, Canadá).  
Las imágenes se analizaron con el software Image-Pro Plus 4.5.1.29 (Media Cybernetics, LP,  
Silver Spring, MD). Las mediciones se realizaron a doble ciego y bajo similares condiciones 
de luz, ganancia, compensación y magnificación. 
 
4.11.- EVALUACIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL VENTRÍCULO IZQUIERDO 
4.11.1.- Determinación de la actividad de la enzima anti-oxidante catalasa (CAT)    
Fundamento 
La catalasa cataliza la descomposición de H2O2 en agua y oxígeno. La medida se 
realiza siguiendo la disminución de la absorbancia a 240 nm en función del tiempo (Chance 
B, 1954). 
                                       2 H2O2                                2 H2O + O2 
Metodología   
Los VI fueron homogeneizados (homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc., 
Oxford, CT, USA) en buffer fosfato de potasio 30 mM, KCl 120 mM, pH 7,4, (relación 1g 
tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados a 4°C durante 20 minutos a 
13.000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del sobrenadante para la 
determinación de proteínas por medio de la reacción de Bradford.  
Luego, se incubó 0,5 ml de sobrenadante con 0,5 ml de buffer fosfato 50 mM, pH 
7,4 . Posteriormente se colocó en una cubeta de cuarzo 3 ml de buffer con 50 µl de 
muestra. Se llevó a cero y luego de agregar 10 µl de H2O2 3 mM, se leyó la absorbancia 
durante un minuto a 240 nm.  
Cálculos: 
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[catalasa] (pmol/mg)=                 Pendiente (seg-1) x diluciones x 1012 (pmol.mol-1) 
                          4,6.107 (M-1 seg-1) x 1000 ml  x concentración de proteínas (mg/ml)  
 
4.11.2.- Determinación de la actividad de la enzima anti-oxidante glutatión peroxidasa 
(GPx)   
Fundamento 
Esta enzima cataliza la reacción de los hidroperóxidos utilizando al glutatión 
reducido (GSH) como dador de hidrógeno para formar glutatión oxidado (GSSG) y un 
producto de la reducción de hidroperóxido. Fisiológicamente actúa acoplada a la enzima 
glutatión reductasa (GR) que a su vez cataliza la reducción de GSSG utilizando NADPH como 
cofactor (Flohé L  y Gunzler A, 1984). 
 
ROOH (H2O2)   +    2 GSH                                         ROH (H2O) + GSSG + H2O 
GSSG + NADPH + H+                                          NADP+  +  2GSH 
 
Metodología  
Los VI fueron homogeneizados (homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc., 
Oxford, CT, USA) en buffer fosfato de potasio 30 mM, KCl 120 mM, pH 7,4, (relación 1g 
tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados a 4°C durante 20 minutos a 
13.000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del sobrenadante para la 
determinación de proteínas por medio de la reacción de Bradford. 
La técnica de medida consiste en determinar la actividad de la enzima 
espectrofotométricamente midiendo la velocidad de oxidación de NADPH en una mezcla de 
reacción.  
En la cubeta se colocaron 330 µl de la solución reguladora de EDTA 1 mM, fosfato 
de potasio 100 mM, pH 7,7, con 50 o 100 µl de la muestra del sobrenadante, se le agregó 
500 µl de la coenzima β-NADPH 10 mM, 50 µl de GSH 100 mM, 10 µl de azida 40 mM, 10 µl 
de GR 10 U/ml buffer. Posteriormente se agitó e incubó durante 10 min a 37 °C. Se leyó la 
absorbancia durante 1 minuto a 340 nm. Luego se agregó 50 µl de terbutil hidroperóxido 10 
mM y se volvió a medir la absorbancia durante 1 minuto a 340 nm.  
Se graficó la Absorbancia = f(tiempo) antes y después del agregado del terbutil 
hidroperóxido y se calcularon las pendientes de ambos gráficos y la diferencia entre ambas 
pendientes.  
Cálculos 
Se graficó la Absorbancia = f(tiempo) 
[GPx] (μmol/min/mg proteína) =            Diferencia entre pendientes x 1000 x dilución 
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4.11.3.- Determinación de la actividad de la enzima anti-oxidante superoxido dismutasa 
(SOD)   
Fundamento   
La actividad de la SOD se puede determinar gracias a su habilidad de inhibir la auto-
oxidación de la epinefrina a pH alcalino. El anión O2.- es un intermediario de dicha reacción. 
Se puede medir la actividad de esta enzima en distintos fluidos biológicos (Misra HP y 
Fridovich I, 1972). 
 
 
                  Epinefrina                                                                              Epinocromo 
 
Metodología  
Los VI fueron homogeneizados (homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc., 
Oxford, CT, USA) en buffer fosfato de potasio 30 mM, KCl 120 mM, pH 7,4, (relación 1g 
tejido/10 ml buffer). Posteriormente fueron centrifugados a 4°C durante 20 minutos a 
13.000 rpm y se descartó el pellet. Se guardó una alícuota del sobrenadante para la 
determinación de proteínas por medio de la reacción de Bradford. 
Se tomaron 2,85 ml de buffer glicina 50 Mm NaOH, pH=10,2-10,4 y se llevó a cero 
la absorbancia. Luego se agregó 50 µl de epinefrina 60 mM en agua acidulada con HCl, 
pH=2 y se determina la aparición de epinocromo a 480 nm. Se determinó la pendiente de 
ese gráfico (a). Posteriormente se realiza el mismo procedimiento pero agregando 5,10, 15, 
20, 25, 30, 35 y 40 µl de muestra. Se efectuó nuevamente la lectura y se determinó la 
pendiente (b).  
Cálculos: 
Se calcula b/a para cada volumen de muestra 
Posteriormente se graficó el log b/a= f(μl de muestra agregado). 
Se buscó el 50% o sea el log 0,5 y se interpoló para calcular los μl correspondientes. 
U SOD/mg de proteínas= 1000 / (μl de muestra que corresponde al 50% x concentración de 
proteínas (mg/ml)) 
Una U SOD corresponde a los μl de muestra que inhiben en 50% la velocidad de formación 
de epinocromo a 30°C. 
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4.11.4.- Determinación de los productos de peroxidación lipídica 
Medición de las especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
Fundamento 
Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidación de los lípidos conducen 
a la formación de hidroperóxidos, los cuales se descomponen en muchos productos 
secundarios como aldehídos, cetonas, etc. Dentro de los aldehídos formados que se pueden 
determinar se encuentra el malondialdehido (MDA). Se puede determinar la concentración 
de MDA por medio de un técnica colorimétrica donde el ácido tiobarbitúrico se une al MDA 
formando una base de Schiff que absorbe a 535 nm (Yagi K, 1976). 
Metodología 
Una vez obtenida la muestra de VI, se homogeniza (homogeneizador Pro 200, Pro 
Scientific Inc., Oxford, CT, USA) en buffer fosfato de potasio 30 mM, pH 7,4, que contiene 
KCl 120 mM (relación 1g tejido/10 ml buffer). Posteriormente se centrifuga a 4°C durante 
10 minutos a 2.500 rpm y se descarta el pellet. Se guardó una alícuota del sobrenadante 
para la determinación de proteínas mediante la técnica de Bradford. 
Con el fin de precipitar las proteínas, se agregó a 1 ml del sobrenadante o de buffer 
(blanco), 10 μl de butilhidroxitolueno 4% en etanol y 1 ml de ácido tricloroacético 20% P/V. 
Posteriormente las muestras y el blanco fueron centrifugados durante 10 minutos. 
Luego se agregó a 0,5 ml de cada sobrenadante, 0,5 ml del ácido tiobarbitúrico 
0,7% P/V y se calentó la mezcla a 100ºC durante 1 hs. Posteriormente se midió la 
absorbancia a 535 nm (ξ= 1.56 mM-1. cm-1). 
Cálculos:  
TBARS (nmol/mg proteína) =                              Absorbancia x Dilución 
                                                     1,56 mM-1. cm-1 x concentración de proteínas (mg/ml) 
 
 
4.11.5.- Determinación de grupos sulfidrilos de compuestos no proteicos: Glutation 
reducido (GLUT)  
Fundamento 
Los compuestos no proteicos con grupos –SH (glutatión) reaccionan con el ácido 
5,5´ditio-bis -2-nitro benzoico (DTNB) para formar ácido tionitrobenzoico, compuesto 
coloreado que absorbe a 412 nm (Tietze F, 1969). 
Metodología  
El VI  fue homogeneizado (homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc., Oxford, CT, 
USA) en PBS 100 mM EDTA 5 mM, pH 7 (relación 1,6 g tejido/10 ml buffer). Posteriormente 
fueron centrifugados a 4°C durante 20 minutos a 13.000 rpm y se descartó el pellet. Se 
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guardó una alícuota del sobrenadante para la determinación de proteínas mediante la 
reacción de Bradford. 
Con el fin de precipitar las proteínas, se agregó a 0,5 ml del sobrenadante, 0,5 ml 
ácido tricloroacético 10% y se centrifugó a temperatura ambiente durante 15 minutos. Un 
tratamiento igual se le realizó a una serie de diluciones de GSH de concentración conocida, 
para realizar una curva de calibración. 
Reacción: 
                                        Muestra                Blanco  
Solución A                        1,5 ml                  1,5 ml 
Sobrenadante                 0,2 ml                      --- 
H2O                                       ---                      0,2 ml 
Solución B                        0,1 ml                  0,1 ml 
 
Solución A: buffer fosfato 100 mM, pH 8 EDTA 0,5 mg/ml 
Solución B: 4 mg/ml DTNB en buffer fosfato 100 mM pH 8 
 
Luego de 15 minutos se midió la absorbancia a 412 nm. La concentración de los 
compuestos no proteicos con grupos –SH en las muestras se determinó interpolando el 
valor obtenido de absorbancia de la recta de calibración trazada con valores conocidos de 
concentración de las soluciones de GSH y sus respectivas absorbancias. Los resultados se 
expresaron como mg/mg proteína. 
Cuantificación de la concentración de proteínas  
La concentración de proteínas en los homogenatos se midió mediante la técnica de 
Bradford. Es una técnica colorimétrica basada en el cambio de absorbancia, de 466 nm a 
595 nm, de una solución ácida de Coomassie Brillant Blue G250. Para la curva de calibración 
se empleó como patrón estándar de seroalbúmina bovina (BSA) disuelta en el buffer de 
homogeneización de las muestras. En un tubo de reacción se mezclaron por inmersión 100 
µl de una dilución 1/40 de los homogenatos, 100 µl de agua destilada como blanco o 100 µl 
diluciones de BSA (Solución madre: 0,5 mg/ml, curva de calibración: 1/3, 1/5, 1/10, 1/20) 
con 90 µl de agua destilada y 1000 µl de reactivo de Bradford. Se incubo a temperatura 
ambiente 5 minutos, se leyó la absorbancia a 595 nm y se realizó el cálculo de la 
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4.12.- EVALUACIÓN DE SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO EN EL VENTRÍCULO IZQUIERDO. 
4.12.1.- Determinación de la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa  
Fundamento 
Se determinó la actividad de NOS como la cantidad de [14C]L-citrulina sintetizada a 
partir de [14C]L-arginina, por g de tejido.minuto (Rosignoli F y Pérez Leirós C, 2002; Costa 
MA y col, 2004) 
Metodología  
Se obtuvieron cortes de 2-3 mm de espesor del VI y se incubaron en solución Krebs 
gaseada con carbógeno, durante 15 minutos, con 0,5 µCi/ml [14C]L-arginina HCl como 
sustrato de la NOS. Se evaluó la especificidad de la determinación agregando, según el 
protocolo experimental, L-NAME al comienzo del periodo de incubación. Por otro lado se 
evaluó la actividad de las isoformas de la NOS agregando diferentes inhibidores al comienzo 
del periodo de incubación: Aminoguanidina, 1 mM (inhibidor de la isoforma inducible de la 
NOS), 7-nitroindazole, 10 mΜ (inhibidor de la isoforma neuronal de la NOS), 
Calmidazolium, 1 μM (antagonista de la calcio-calmodulina). Para determinar la conversión 
de [14C]L-arginina en [14C]L-citrulina, el tejido fue homogeneizado en 500 µl de solución 
buffer Stop conteniendo HEPES 20 mM, EDTA 0,5 mM, EGTA 0,5 mM, pH 5,5; 
(homogeneizador Pro 200, Pro Scientific Inc., Oxford, CT, USA) y luego centrifugados a 
10.000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se pasó por una columna conteniendo 1 ml de 
resina Dowex AG 50W-X8 (forma Na+), hidratada con buffer Stop, eluyendo con 2 ml de 
agua destilada. La cantidad de [14C]L-citrulina generada se determinó con un contador de 
centelleo líquido, y los resultados se expresaron como (pmol/g tej.min) (Wallac 1414 
WinSpectral). 
 
4.12.2.- Determinación de la expresión del ARNm de la isoforma endotelial de la óxido 
nítrico sintasa  
Fundamento 
Se determinó la expresión del ARNm de la isoforma endotelial de la NOS (eNOS), 
mediante la técnica de RT-qPCR, en el VI. 
Metodología  
Una vez finalizado el periodo experimental, el animal se sacrificó y se extrajo una 
porción del ápice del VI, de aproximadamente 50 mg de peso (se estimó que ese peso 
estaba contenido en un cubo de 3 x 3 mm de tejido), y se colocó en 500 µl reactivo 
estabilizante de ARNm (relación 1:10) (RNAlater RNA Stabilization Reagent, QIAGEN). El 
tejido contenido en el estabilizante fue guardado  a -20°C. Para la extracción de ARNm se 
utilizó el kit de extracción para tejido fibroso de QIAGEN (RNeasy Fribrous Tissue Mini Kit, 
QIAGEN). Se pesó entre 10-20 mg de tejido estabilizado y fue homogeneizado en 600 µl de 
buffer RLT con β-mercaptoetanol (relación 100:1) (Rotor-Stator homogenizer). Luego se 
centrifugó a 13.000 rpm por 3 minutos, el sobrenadante se mezcló con 1 volumen de etanol 
70% y fue transferido a la columna de extracción RNeasy spin. Esta fue centrifugada a 
10.000 rpm 15 segundos descantándose el eluído. Posteriormente, la columna con la 
muestra se trató con DNAsa I (relación 1:7 con buffer RDD) por 20 minutos a temperatura 
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ambiente. Luego, se eluyó la DNAsa I con  buffer RW1 y  se lavó la columna varias veces con 
buffer RPE (centrifugando a 10.000 rpm 15 segundos y descartando el eluído). Por último, 
se eluyó de la columna el ARNm, 2 veces, en 30 µl de agua libre de nucleasas, se evaluó el 
rendimiento y la pureza con la relación 260/280, almacenándose a -80°C.  
1 µg de ARNm fue convertido en ADNc. Se incubó en heating block a 65°C por 5 
minutos: 1 µg de ARNm, 1 µl  de Oligo(dT) primers (100pmol) y se llevó a volumen final 12,5 
µl con agua DEPEC. Luego se colocó la muestra en hielo por 1-2 minutos. Para la conversión 
a ADNc se utilizó por muestra:  
Buffer de Reaccion 5x: 4 µl 
RiboLock RNase Inhibitor: 0,5 µl 
 dNTP mix: 2 µl  
Enzima RevertAid Transcriptase: 1 µl   
Se agregó 7,5 µl de esta mezcla a cada muestra, obteniéndose un volumen final de 
20 µl. El seteo del ciclado fue el siguiente: 60 minutos a 42°C; 10 minutos a 70°C e infinito a 
4°C. Las muestras se guardaron posteriormente a -20°C.  
Para la amplificación de los genes de interés y de referencia se utilizó (Rotor-Gene Q, 
QIAGEN): 
Muestra/ agua libre de nucleasas/ control positivo/ control negativo: 6 µl 
Primers específicos 0,5 µl Fw/ 0,5 µl Rv (eNOS Fw: GCAAGACCGATTACACGACA, Rv: 
GTCCTCAGGAGGTCTTGCAC, tamaño de producto: 207 pb; GAPDH Fw: 
CCTGCACCACCAACTGCTTAGC, Rv: GCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC; IDT)   
Mezcla real: 12,5 µl (Biodynamics) 
El seteo de ciclado fue el siguiente: hold 94°C 2 minutos; Cycling: 1.- 94°C 15 
segundos, 2.- 58°C 35 segundos, 3.- 72°C 30 segundos; melt (77-95°C) 2 segundos (Rotor-
Gene Q, QIAGEN). 
Para obtener la eficiencia de reacción de cada gen se realizó una curva de calibrado 
con un pool de ADNc de las muestras de VI. Para el gen de interés eNOS y el de referencia 
GAPDH se partió de una dilución 1/40 y se hicieron 5 diluciones sucesivas al medio (1/80, 
1/160,1/320, 1/640, 1/1280) asignándoseles a cada una cantidad arbitraria de copias por 
reacción (1/40: 100; 1/80: 50; 1/160: 25; 1/320: 12,5; 1/640: 6,25; 1/1280: 3,125). Se 
comprobó que la diferencia de Ct entre diluciones era de 1. El control positivo provino de la 
dilución del pool correspondiente a la utilizada por las muestras. El Control negativo 
consistió en la misma dilución de las muestras pero de ARNm, proveniente de las 
extracciones, sin realizarle la retrotranscripcion a ADNc. 
Se comprobó que las eficiencias de reacción entre genes era <5%.  Los valores de Ct 
se extrapolaron en las curvas correspondientes a cada gen, obteniéndose las copias por 
reacción de cada muestra. Los niveles de ARNm de la eNOS fueron expresados como copias 
por reacción de cada muestra, normalizada por las copias por reacción correspondientes al 
gen de referencia (GAPDH). Todas las muestras se realizaron por triplicado.  
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4.12.3.- Determinación de la expresión proteica de la isoforma endotelial de la óxido 
nítrico sintasa y de su isoforma fosforilada en el residuo de Serina 1177 
Fundamento 
Se determinó la expresión proteica de la isoforma endotelial de la NOS (eNOS) y el 
nivel de fosforilación en la Serina 1177 de la misma, mediante la técnica de Western Blot, 
en el VI.  
Metodología  
Los tejidos extraídos fueron homogeneizados (homogeneizador Pro 200, Pro 
Scientific Inc., Oxford, CT, USA) en el buffer HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, persulfato de 
amonio (PMSF) 2 mM, sacarosa 280 mM, ditiotreitol 1 mM, que contiene además el 
cocktail de inhibidores de proteasas y de fosfatasas 1:100. Posteriormente los 
homogenatos fueron centrifugados a 10.000 rpm, a 4°C y por 10 minutos. Los 
sobrenadantes se reservaron en freezer de -80°C hasta el momento de realizar las 
determinaciones.  
Se midió la concentración de las proteínas en los homogenatos mediante la técnica 
de Bradford. Posteriormente, las proteínas de los homogenatos (0,050 mg proteínas/calle) 
fueron separadas en un gel de SDS-PAGE al 7,5% realizando una electroforesis a 100 mV 
durante 1 hora (aprox.) en una minicubeta (Bio-Rad) y utilizando el buffer Laemmli (Tris.HCl 
50 mM pH 6,8, urea 6 M, β2-mercaptoetanol 6%, SDS 3%, azul de bromofenol). 
Para transferir las proteínas del gel a las membranas de nitrocelulosa se utilizó el 
sistema Miniprotean 3 (Bio-Rad) a 300 mA, a 4°C, durante 1 hora y utilizando un buffer de 
transferencia (Tris 48 mM pH 9.2, glicina 39 mM, metanol 20%). La cantidad de proteína 
transferida se determinó mediante tinción con el colorante rojo de Ponceau S. 
Posteriormente, se bloqueó la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente 
con 5% leche en polvo desnatada en buffer Tris (TBS)/Tween 20 0,1% con agitación. Luego 
se realizó la incubación con los anticuerpos primarios policlonales anti-eNOS de conejo 
(dilución: 1:750), anti-pSer1177eNOS de conejo (dilución 1/1000) y anti-β-actina de conejo 
(dilución 1/2000) overnight a 4°C con agitación suave.  
Tras realizar 4 lavados de 10 minutos con TBS/Tween 20 0,1% a temperatura 
ambiente con agitación, estos anticuerpos fueron detectados con el anticuerpo secundario 
anti-conejo de cabra marcado con peroxidasa de rábano (dilución 1:3000) durante 1 hora a 
temperatura ambiente y agitación suave. Luego se realizaron otros 4 lavados de 10 minutos 
con TBS/Tween 20 0,1% a temperatura ambiente con agitación para eliminar el exceso del 
anticuerpo secundario. 
Las muestras fueron reveladas por quimioluminiscencia usando el sistema de 
detección ECL (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent) por 2-4 minutos. 
La cuantificación de las bandas fue realizada mediante un analizador de imágenes digitales 
y usando un scanner Hewlett-Packard y el software de análisis ImageJ (National Institutes of 
Health, MD, USA).  
Los niveles proteicos de la eNOS  fueron expresados como la densidad óptica de 
cada banda normalizada por la densidad óptica correspondiente a la banda de β-actina 
corrida en el mismo gel. Los niveles de fosforilación en la posición Ser1177 de la eNOS, se 
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expresaron como la densidad óptica de cada banda normalizada por la densidad óptica 
correspondiente a la banda de eNOS corrida en el mismo gel. Todos los experimentos se 
realizaron por triplicado.  
Cuantificación de la concentración de proteínas  
La concentración de proteínas en los homogenatos se midió mediante la técnica de 
Bradford. Es una técnica colorimétrica basada en el cambio de absorbancia, de 466 nm a 
595 nm, de una solución ácida de Coomassie Brillant Blue G250. Para la curva de calibración 
se empleó como patrón estándar de seroalbúmina bovina (BSA) disuelta en el buffer de 
homogeneización de las muestras. En un tubo de reacción se mezclaron por inmersión 100 
µl de una dilución 1/40 de los homogenatos, 100 µl de agua destilada como blanco o 100 µl 
de diferentes diluciones de BSA (Solución madre: 0,5 mg/ml, curva de calibración: 1/3, 1/5, 
1/10, 1/20) con 90 µl de agua destilada y 1000 µl de reactivo de Bradford. Se incubo a 
temperatura ambiente 5 minutos, se leyó la absorbancia a 595 nm y se realizó el cálculo de 
la concentración de proteínas extrapolando en la curva.  
 
4.13.- EVALUACIÓN DEL CALCIO CITOSÓLICO Y ACORTAMIENTO CELULAR EN MIOCITOS 
AISLADOS  
4.13.1.- Aislamiento de miocitos cardíacos 
Técnica de digestión enzimática en sistema de perfusión tipo Langendorff  
 Metodología 
Para extraer el corazón, los animales (Ccm, Bbm y Bcm) fueron anestesiados con 
Pentobarbital Sódico (35 mg/Kg) por vía intraperitoneal y se esperó hasta alcanzar una 
correcta anestesia y analgesia, que son comprobadas al determinar ausencia de reflejo 
tendinoso y corneal, como así también la ausencia de respuesta frente a estímulos 
dolorosos. El acceso al corazón se logró realizando una toracotomía, mediante una incisión 
a la altura del esternón, que deja expuesta la totalidad de la cavidad torácica. 
Posteriormente, se retiró la cubierta pericárdica y se procedió a inyectar 1 ml de heparina 
sódica (200U/ml) dentro de la cavidad ventricular para evitar la formación de coágulos. 
Finalmente, el corazón fue removido y suspendido en un sistema de perfusión tipo 
Langerdorff mediante canulación de la aorta. En este sistema comienzó la perfusión 
retrógrada con solución HEPES (1 mM CaCl2) burbujeada con O2 al 100 % para limpiar el 
tejido y estabilizar la función contráctil. Luego el corazón fue perfundido durante 5 minutos 
con una solución nominalmente libre de calcio que contiene 0,1 mM de EGTA (compuesto 
capaz de unirse al Ca2+ libre), con lo cual el corazón deja de latir y se debilitan las uniones 
intercelulares (Vila Petroff M, 2004). El siguiente paso consistió en recircular, durante 15 
minutos, una solución de digestión compuesta por: 0,5 mM CaCl2, 0,50 mg/ml de 
colagenasa tipo II (300U/ml), 0,02mg/ml de proteasa y albúmina bovina 0,5 mg/ml. El 
proceso de digestión transcurrió a 37 °C y en su etapa final se pudo observar la menor 
consistencia del corazón al tacto. 
Una vez concluida la digestión, el corazón fue desmontado y el tejido ventricular no 
digerido fue disociado mecánicamente con tijeras. De esta forma se obtuvo una suspensión 
de células que atraviesan 4 pasos de decantación y resuspensión en soluciones cada vez 
más concentradas de CaCl2, hasta lograr una concentración final de 1 mM que se utilizará 
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en los posteriores experimentos. Este pasaje escalonado por soluciones progresivamente 
más concentradas en CaCl2 tiene como finalidad evitar la muerte celular por recalcificación 
rápida. Finalmente, las células aisladas fueron conservadas en buffer Hepes a 20-24 °C, 
donde se mantuvieron en suspensión hasta su utilización dentro de las siguientes 6 horas 
(Vila Petroff M y col, 2000). El criterio considerado para utilizar o descartar a determinada 
célula, al comienzo de un experimento, está basado en la comprobación de sus 
características morfológicas (Figura 4.13.1) y su capacidad para contraerse ante la 
estimulación eléctrica.  
 
Figura 4.13.1: Cardiomiocito ventricular de rata, iluminado con luz transmitida, en el que se 




4.13.2.- Registro del calcio citosólico y acortamiento celular.  
Con el propósito de monitorear en tiempo real las características del ciclado de Ca2+ 
citosólico, se realizaron experimentos funcionales mediante microscopía de 
epifluorescencia en cardiomiocitos aislados. Las células fueron incubadas durante 12 
minutos a temperatura ambiente con el indicador sensible a Ca2+ Fura-2, en una 
concentración de 10 µM. Los experimentos en los que se registran cambios rápidos en la 
concentración de iones intracelulares requieren tiempos de carga cortos (10-30 minutos), 
baja concentración del indicador, temperatura ambiente y alta densidad celular. La 
combinación de estos factores permite obtener la máxima concentración de moléculas del 
indicador internalizadas dentro de las células. Luego del período de incubación las células 
se centrifugaron a baja velocidad durante 1 minuto y se resuspendieron en solución Hepes 
libre de indicador, para descartar a aquellas moléculas de indicador que no ingresaron al 
compartimento intracelular. El Fura-2 se utiliza en su forma permeante éster de 
acetoximetilo (AM), que se comporta como una molécula hidrofóbica capaz de atravesar 
con facilidad la membrana plasmática. Una vez dentro del citosol, las esterasas 
Solución amortiguadora Hepes (en mMoles/litro. Ajustada a pH 7,4 con NaOH): NaCl 146,2; KCl 
4,7; CaCl2 1; Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N´-2-etanosulfónico (HEPES) 10; NaH2PO4 0,35; 
MgSO4 1,05; Glucosa 10 
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intracelulares hidrolizan la unión éster liberando la porción AM y la forma ácida activa del 
fluoróforo, que queda retenida en el interior celular. Por esta razón, las células no fueron 
utilizadas hasta luego de transcurridos 30 minutos posteriores a la incubación con el 
indicador, para permitir la desesterificación intracelular del mismo y trabajar con células 
que contengan una concentración intracelular estable de Fura-2 (Vila Petroff M, 2004). Las 
células ya cargadas fueron colocadas sobre la platina de un microscopio invertido Nikon 
Diaphot 200 adaptado para la técnica de epifluorescencia tal como lo indica la Figura 
4.13.2. Las mismas fueron perfundidas con solución HEPES pH 7.4 a un flujo constante de 1 
ml/minuto y estimuladas eléctricamente por campo con ondas cuadradas de 10 
milisegundos (mseg) de duración y una intensidad que supere en un 20% el umbral de 
activación de los miocitos. Estos estímulos eléctricos son enviados a través de dos 
electrodos de platino, colocados a cada lado de la cámara de perfusión a una frecuencia de 
0.5 Hertz (Hz). Para obtener una señal fluorescente sensible Ca2+ citosólico la muestra fue 
iluminada mediante una lámpara de Xenón, filtrando el haz de luz para excitar a dos 
longitudes de onda (340 nm y 380 nm) en forma alternada. La fluorescencia emitida por las 
células fue registrada a >510 nm y amplificada por un fotomultiplicador. La excitación 
alternada con dos longitudes de onda permite calcular un cociente entre la señal emitida 
por el indicador cuando es excitado con luz de 340 nm de longitud de onda (en estas 
condiciones la emisión varía según se encuentre o no interactuando con moléculas de Ca2+) 
y la señal emitida cuando es excitado con luz de 380 nm de longitud de onda (en esta 
condición la intensidad de señal emitida es independiente de la interacción entre moléculas 
de fluoróforo y Ca2+). La obtención de este cociente permite normalizar la señal 
fluorescente adquirida por la cantidad de moléculas de fluoróforo que se encuentran en 
condiciones de emitir señal fluorescente a lo largo del experimento, evitando artefactos 
derivados del apagamiento (“quenching”) del fluoróforo o su salida de la célula. Con el 
propósito de generar contraste óptico entre los bordes celulares y el fondo de la cámara de 
perfusión, la célula a estudiar es iluminada con luz roja (640-750 nm) a través de un sistema 
óptico para luz visible. De esta forma se logra la videodetección de bordes celulares, lo que 
permite registrar la longitud y monitorear el acortamiento de los cardiomiocitos. Los datos 
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Figura 4.13.2: Esquema que muestra los componentes elementales del sistema de 




En conjunto, la posibilidad de medir acortamiento celular y Ca2+ citosólico se utiliza 
para evaluar en tiempo real el estado inotrópico de las células en condiciones basales y los 
cambios acontecidos en respuesta a los diferentes tratamientos.  
 
4.14.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Todos los resultados están expresados como media ± SEM (error estándar de la 
media) y para cada resultado, n indica el número de ratas utilizadas. El Software Prism 
(Graph Pad Software, Inc, San Diego CA, USA) fue utilizado para el análisis estadístico.  
Para la evaluación de los resultados se utilizó el análisis de la varianza para medidas 
repetidas (ANOVA de dos variables), donde un factor era la dieta y el otro el sexo o tiempo. 
Los efectos de un factor fueron analizados independientemente de los efectos del otro. En 
el caso de no haber interacción dieta x sexo/tiempo: se realizó un ANOVA de 2 factores 
seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples considerando los 
Convertidor A/D: analógico-digital; convertidor I/V: intensidad-voltaje; FM A y B: 
Fotomultiplicadores; XE: Xenón 
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efectos principales. Cuando la interacción dieta x sexo/tiempo fue significativa, se 
analizaron los efectos simples con el test a posteriori de Bonferroni para múltiples 
comparaciones entre los subgrupos de interés. Un valor de p < 0,05 fue considerado como 
diferencia significativa.  
También se utilizó el análisis de la varianza (ANOVA de una variable) y el test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los  tres grupos de ratas 
machos, donde la variable era la dieta.  
Cuando los grupos experimentales a evaluar fueron dos, los resultados fueron 
analizados con el t-test de Student.   
Si bien se compararon todos los grupos estudiados, sólo se informan las diferencias 
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5.1.- MEDICIÓN DEL PESO CORPORAL Y DEL CONSUMO DE ALIMENTO DE LAS MADRES 
DURANTE LOS PERIODOS DE GESTACION Y LACTANCIA  
La Figura 5.1 muestra las variaciones del peso corporal de las madres alimentadas 
con dieta control o baja en zinc durante los períodos de preñez y lactancia. Se observó un 
aumento progresivo del peso corporal en las madres controles durante la preñez, mientras 
que las madres bajas en zinc presentaron un aumento del peso corporal, respecto al día 0, 
recién a la tercera semana de preñez. Al día 6 días de lactancia, las madres controles 
presentaron un mayor peso corporal que las madres bajas en zinc. No se observaron 
diferencias significativas en el peso corporal de las madres de ambos grupos al momento 
del destete de las crías (21 días de vida).  
Figura 5.1: Efectos de la deficiencia moderada de zinc sobre el peso corporal de las madres 





 En la Tabla 5.1 se presentan los valores del consumo diario promedio de alimento 
registrados durante los períodos de preñez y lactancia de las madres alimentadas con la 
dieta control y baja en zinc. El consumo de alimento fue significativamente mayor durante 
el período de lactancia en ambos grupos experimentales. Esto podría deberse a que, desde 
los 15 días de vida, aproximadamente, las crías se alimentan no solo de leche materna, sino 
























Días de preñez  Días de lactancia 
a 
a b c e 
a 
e ¥ 
a b c d e 
MC: madre que recibió dieta control durante la preñez y la lactancia, MB: madre que recibió 
dieta baja en zinc durante la preñez y la lactancia. Los valores son expresados como la Media ± 
SEM,  n=9 por grupo. Los datos fueron analizados usando un ANOVA de 1 factor seguido del test 
a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples: ap<0,05 vs 0 días de preñez; bp<0,05 vs 
7 días de preñez; cp<0,05 vs 14 días de preñez; dp<0,05 vs 6 días de lactancia, ep<0,05 vs 21 días 
de lactancia, ¥p<0,05 vs 6 días de lactancia MC.  
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observaron diferencias en el consumo diario de alimento en ambos grupos, no fue 
necesario introducir en este trabajo un grupo de alimentación pareado (madres que 
reciben igual cantidad de dieta control que el que consumieron las madres con dieta baja 
en zinc). 





5.2.- DETERMINACIÓN DEL PESO CORPORAL, LA GANANCIA DE PESO DESDE 21 A 81 DÍAS 
DE VIDA, EL LARGO DE LA TIBIA Y EL CONSUMO DE ALIMENTO DE LAS CRÍAS  
Las crías nacidas de madres alimentadas con la dieta baja en zinc durante los 
períodos de preñez y lactancia presentaron menores pesos a los 6 días y en el momento del 
destete, con respecto a aquellas crías nacidas de madres controles. Tabla 5.2.1 
Al final del periodo experimental (81 días), se determinó el peso corporal, la 
ganancia de peso entre los 21 y los 81 días de vida y el largo de la tibia como indicadores de  
crecimiento. Los datos, que se muestran en la Tabla 5.2.2, muestran que las crías machos y 
hembras expuestas a la deficiencia moderada de zinc durante algún período de su 
crecimiento prenatal o postnatal  (grupos Bbm, Bcm, Bbh y Bch) mostraron  menores pesos 
corporales y largo de sus tibias, que sus respectivos controles.  
Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en el consumo diario 
promedio de alimento entre los grupos de animales estudiados, por lo cual no fue 
necesario introducir en este trabajo un grupo de alimentación pareado.  
Al evaluar las diferencias de sexo, se observó que las crías Cch, Bbh y Bch 






Período de preñez, g/día  22±2 19±2 
Período de lactancia, g/día 43±9* 40±2* 
MC: madre que recibió dieta control durante la preñez y la lactancia, MB: madre que recibió 
dieta baja en zinc durante la preñez y la lactancia. Los valores son expresados como la Media ± 
SEM,  n=9 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test 
post hoc Bonferroni para comparaciones múltiples. Factor dieta: no significativo; Factor tiempo: 
efecto significativo: *p<0.001 vs período de gestación; Interacción dieta x tiempo: no 
significativo. 
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Tabla 5.2.1: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y diferentes 
etapas del crecimiento postnatal sobre el peso corporal.  
 
 Tabla 5.2.2: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante el crecimiento prenatal y 
postnatal sobre el peso corporal, la ganancia de peso 21-81 días, el largo de la tibia y el 
consumo diario de alimento en ratas adultas de ambos sexos. 
 
 Cm Bm Ch Bh 
Peso crías 6 días, g 12,6±0,6 10,2±0,3* 12,3±0,6 10,0±0,3† 
Peso crías 21 días, g 45±2 34±2* 45±3 32±3† 
 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
PCorp, g 407±4 321±10* 345±10* 264±3* 224±2†‡ 229±5†§ 
Ganancia 
PCorp, g 
385±7 315±9* 348±23* 232±3* 190±5†‡ 195±12†§ 
LT, cm 4,00±0,03 3,72±0,03* 3,76±0,02* 3,60±0,02* 3,47±0,02†‡ 3,41±0,02§ 
IDP, g/día 22,2±0,9 22,9±0,9 23,0±0,9 23,5±0,9 21,6±1,1 23,5±0,8 
Cm y Ch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la preñez y la lactancia. 
Bm y Bh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la preñez y la 
lactancia. Los valores son expresados como la Media ± SEM, n=10 por grupo. Los datos fueron 
analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori Bonferroni para 
comparaciones múltiples. Factor dieta: efecto significativo: *p<0,05 vs Cm; †p<0,05 vs Ch; Factor 
sexo: efecto no significativo; Interacción dieta x sexo: no significativo. 
PCorp: peso corporal, Ganancia PCorp: Ganancia de peso corporal desde los 21 a los 81 días, LT: 
largo de la tibia, IDP: ingesta diaria promedio. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron 
dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías 
machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores 
son expresados como la Media ± SEM,  n=10 por grupo. 
PCorp, LT: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores. Interacción dieta x sexo: 
significativo (p<0.0001). Los efectos simples fueron analizados mediante el test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,05 vs Ccm; 
†p<0,05 vs Cch, ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm. 
Ganancia PCorp: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores dieta y sexo: efectos 
significativos: *p<0,05 vs Ccm; †p<0,05 vs Cch, ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm; Interacción dieta 
x sexo: no significativo. 
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5.3.- DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE ZINC EN LAS MADRES Y 
LAS CRÍAS 
Las madres alimentadas con dieta baja en zinc (MB) durante la preñez y la lactancia 
presentaron menores concentraciones plasmáticas de zinc al momento del destete de las 
crias, respecto a las madres que recibieron dieta control (MC) (MC: 73±7 µg/dl vs MB: 35±7 
µg/dl;  p< 0,0001, n=8-10 ratas por grupo).  
A los 81 días de vida, las crías deficientes en zinc de ambos sexos (BBm y BBh) 
presentaron menores concentraciones de zinc en plasma que los respectivos grupos 
controles (Ccm y Cch) y los grupos a los cuales se les restituyó el adecuado aporte de zinc 
en la dieta  luego del destete (Bcm y Bch). No se observaron diferencias de sexo en la 
concentracion de zinc en plasma de las ratas machos y hembras de 81 de vida (Tabla 5.3).  
 
Tabla 5.3: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y postnatal 






 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
CZn plasma, 
µg/dl 156±10 117±5*§ 143±10 152±6 107±8†a 148±6 
CZn plasma: concentracion de zinc en plasma. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron 
dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías 
machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores 
son expresados como la Media ± SEM,  n=10 por grupo. Los datos fueron analizados usando 
ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples.  
Factores dieta y sexo: efectos significativos: *p<0,05 vs Ccm; †p<0,05 vs Cch; §p<0,05 vs Bcm; 
ap<0,05 vs Bch; interacción dieta x sexo: no significativo. 
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5.4.- MEDICIÓN DE LA PRESIÓN ARTERIAL SISTÓLICA DE LAS CRÍAS 
La Figura 5.4.1 muestra los valores de presion arterial sistólica (PAS) registrados 
cada 15 días luego del destete de las crías machos y hembras. La PAS aumentó 
gradualmente en los 6 grupos experimentales hasta los 51 días de vida. Los valores de la 
PAS continuaron incrementandose, hasta los 81 días, en las crías machos que recibieron 
una dieta baja en zinc durante el crecimiento pre y postnatal (Bbm), así como en aquellos 
machos que recibieron una dieta baja en zinc solamente durante la vida fetal y la lactancia 
(Bcm). Mientras tanto, los animales Ccm y Cch y los grupos de hembras deficientes (Bbh y 
Bch) no presentaron cambios significativos de la PAS luego de los 51 días de vida.  
Los animales Bbm presentaron valores de PAS mayores al grupos Ccm a los 51, 66 y 
81 días de vida, mientras que en el grupo Bcm se evidenció mayores valores de PAS que el 
grupo Ccm a los 66 y 81 días de vida. Este incremento de la PAS fue similar en Bbm y Bcm, 
alcanzandose valores superiores a los 140 mmHg a los 81 días (Figura 5.4.1). En tanto que 
no se observaron diferencias significativas en los valores de PAS entre Cch, Bbh y Bch en 
ningunos de los tiempos experimentales estudiados (Figura 5.4.1 y 5.4.2).  
Al evaluar las diferencias de sexo, se observó que las crías machos y hembras 
controles presentaron valores de PAS similares, mientras los animales Bbm y Bcm 
mostraron mayores niveles de PAS que Bbh y Bch (Figura 5.4.2). 
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Figura 5.4.1: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal y la vida 
postnatal sobre la presion arterial sistólica determinada durante el periodo experimental en 
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Figura 5.4.2: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal y postnatal 


























PAS: presión arterial sistólica. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores son 
expresados como la Media ± SEM, n=10 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA 
de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores 
dieta: efecto significativo: *p<0,05 vs Ccm; Factor tiempo: efecto significativo: αp<0,001 vs. 36 
días, βp<0,05 vs. 51días, γp<0,05 vs. 66 días de vida; Interacción dieta x tiempo: no significativo. 
PAS: presión arterial sistólica. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete Los valores son expresados 
como la Media ± SEM, n=10 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores.  
Interacción dieta x sexo: significativo (p<0,0001). Los efectos simples fueron analizados mediante 
el test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: 
*p<0,05 vs Ccm; ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm. 
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5.5.- EVALUACIÓN DE LA MORFOLOGÍA Y ESTRUCTURA DEL TEJIDO CARDÍACO EN LAS 
CRÍAS 
Con el objetivo de analizar los efectos de la restricción dietaria de zinc durante 
etapas tempranas del desarrollo sobre la morfología y estructura cardíaca en la vida adulta, 
se determinaron los pesos cardíacos, se realizaron estudios ecocardiográficos y 
electrocardiográficos, se estimó el tamaño de los cardiomiocitos y el contenido de colágeno 
intersticial del ventrículo izquierdo y se evaluó la morfología de las arterias coronarias. 
También se consideraron las diferencias entre sexos en los parámetros estudiados.  
5.5.1.- Pesos cardíacos 
Al final del periodo experimental se determinó el peso cardíaco, del ventrículo 
izquierdo, del ventrículo derecho y de las aurículas, lo cuales se expresaron respecto a la 
longitud de la tibia.  
Como se muestra en la Tabla 5.5.1, tanto los animales que recibieron una dieta 
baja en zinc  durante la vida prenatal y postnatal  (Bbm y Bbh), como aquellos que solo 
fueron expuestos a esta deficiencia durante la vida fetal y la lactancia (Bcm y Bch), 
presentaron menores pesos del corazón y del ventrículo izquierdo respecto al largo de tibia, 
al compararlo con las ratas Ccm y Cch. En las crías Bbm y Bcm se observó, a su vez, una 
disminución del peso de ventrículo derecho/largo de tibia. No se observaron diferencias 
significativas en el peso de las aurículas/ largo de tibia entre ninguno de los grupos 
experimentales evaluados.  
Al evaluar las diferencias de sexo, se observó que las hembras Cch, Bbh, Bch 
mostraron  menores pesos cardíacos, del ventrículo izquierdo y del ventrículo derecho en 
relación al largo de la tibia que las ratas Ccm, Bbm y Bcm, respectivamente.  
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Tabla 5.5.1: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y  postnatal 
sobre el peso cardíaco, del ventrículo izquierdo, del ventrículo derecho y de las aurículas de 
las ratas adultas de  ambos sexos. 
 
 
5.5.2.- Parámetros estructurales y funcionales del ventrículo izquierdo  
En la Tabla 5.5.2 se observan los parámetros estructurales y funcionales del 
ventrículo izquierdo determinados, mediante ecocardiograma y electrocardiograma, en las 
crías machos y hembras de los diferentes grupos experimentales a los 81 días de vida. 
La deficiencia de zinc durante la vida fetal y el crecimiento postnatal alteró 
parámetros estructurales y funcionales en los machos, mientras que la restitución del 
adecuado aporte de zinc en la dieta luego del destete revirtió las alteraciones funcionales y 
algunas de las alteraciones estructurales. Durante la sístole (s), las ratas Bbm y Bcm 
presentaron menores espesores de la pared libre del VI (PLVIs) y del tabique 
interventricular (TIVs),  acompañados de un aumento del díametro del VI (DVIs), respecto a 
Ccm. Durante la diástole (d), cambios similares se observaron en el grupo Bbm. El grupo 
Bcm presentó menor espesor de la PLVId y del  TIVd, y  similares valores del DVId que el 
grupo Ccm. En consecuencia, el espesor parietal relativo (EPR) en ambos grupos 
deficientes, Bbm y Bcm, fue  menor que en Ccm. Por lo tanto, solo el grupo Bbm presentó 
una disminución de la fracción de eyección (FE) y acortamiento (FA), medidas indirectas de 
la función contráctil del ventrículo izquierdo, respecto a Ccm y Bcm.  
 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
PC/LT, 
g/cm 
0,30±0,01 0,26±0,01* 0,26±0,01* 0,24±0,01* 0,20±0,01†‡a 0,22±0,01†§ 
VI/LT, 
g/cm 
0,204±0,004 0,189±0,01* 0,193±0,003* 0,168±0,003* 0,143±0,002†‡a 0,153±0,003†§ 
VD/LT, 
g/cm  
0,054±0,001 0,047±0,001* 0,045±0,003* 0,038±0,001* 0,034±0,001‡a 0,034±0,001§ 
AU/LT, 
g/cm 
0,019±0,002 0,018±0,002 0,017±0,001 0.015±0.001 0,013±0,001‡ 0,017±0,001 
LT: largo de tibia, PC: peso  cardiaco, VI: peso de ventrículo izquierdo, VD: peso de ventrículo 
derecho, AU: peso de aurículas. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores son 
expresados como la Media ± SEM,  n=9 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 
2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores 
dieta y sexo: efectos significativos: *p<0,05 vs Ccm; †p<0,05 vs Cch, ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs 
Bcm; ap<0,05 vs Bch; Interacción dieta x sexo: no significativo. 
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Las hembras deficientes (Bbh y Bch) solo presentaron menores valores de las PLVIs 
que Cch, sin observarse cambios  en ninguno de los otros parámetros ecocardiográficos 
evaluados.  
La frecuencia cardíaca (FC) fue similar en todos los grupos experimentales 
estudiados, tanto en machos como en hembras. 
 
 
Tabla 5.5.2: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal y postnatal 
sobre parámetros ecocardiográficos y electrocardiográficos del ventrículo izquierdo de las 
crías adultas de ambos sexos. 
 
 Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
DVIs (mm) 2,8 ± 0,1 4,3 ± 0,2*§ 3,4 ± 0,1* 3,3 ± 0,2 3,0 ± 0,2‡ 3,3 ± 0,2 
PLVIs (mm) 3,5 ± 0,2 2,6 ± 0,1* 3,0 ± 0,1* 3,2 ± 0,3 2,6 ± 0,1† 2,6 ± 0,2† 
TIVs (mm) 3,3 ± 0,1 2.4 ± 0,1* 2,7 ± 0,1* 2,8 ± 0,1 2,6 ± 0,1 2,5 ± 0,2 
DVId (mm) 5,4 ± 0,1 6.3 ± 0,1*§ 5,8 ± 0,2 5,5 ± 0,2 4,9 ± 0,2‡ 4,8 ± 0,3 
PLVId (mm) 2,7 ± 0,1 2.1± 0,1* 2,3 ± 0,1* 2,4 ± 0,1 2,1 ± 0,1 2,3 ± 0,2 
TIVd (mm) 2,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1* 1,7 ± 0,1* 1,9 ± 0,1* 1,8 ± 0,1 1,9 ± 0,1 
EPR 0,93±0.05 0,61±0,04* 0,69±0,06* 0,80±0,04 0,80±0,03‡ 0,88±0,08§ 
FE (%) 83 ± 3 62 ± 3*§ 78 ± 3 78 ± 1 76 ± 3‡ 72 ± 3 
FA (%) 45 ± 4 28 ± 2*§ 40 ± 3 39 ± 1 39 ± 3‡ 35 ± 2 
FC 
(latidos/min) 490±6 463±20 432±12 464±26 447±26 416±19 
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5.5.3.- Diámetro promedio de los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo 
En cortes histológicos de ventrículo izquierdo, teñidos con H-E, se determinó el 
diámetro promedio de los miocitos. Como se muestra en las Figuras 5.5.3.a y b, las crías 
Bbm y Bbh de 81 días de vida presentaron el diámetro promedio de sus miocitos 
disminuido respecto a los grupos  controles Ccm y Cch y los grupos Bcm y Bch, 
respectivamente. No se observaron diferencias de sexo entre los grupos evaluados 
Figura 5.5.3.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre el diámetro promedio de los miocitos del ventrículo izquierdo 



















PLVI: espesor de la pared libre del ventrículo izquierdo, TIV: espesor del tabique interventricular, 
DVI: diámetro del ventrículo izquierdo, s: sístole, d: diástole, EPR: espesor parietal relativo, FE: 
fracción de eyección, FA: fracción de acortamiento, FC: frecuencia cardiaca. Ccm y Cch: crías 
machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento 
post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la 
vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el 
crecimiento post-destete. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=10 por grupo. 
PLVIs, PLVId, FC: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples.  Factor dieta: efecto significativo:*p<0,05 
vs Ccm; †p<0,05 vs Cch; Factor sexo: efecto no significativo; Interacción dieta x sexo: no 
significativo. 
TIVs, TIVd, DVIs, DVId, EPR, FE, FA: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores. 
Interacción dieta x sexo: significativo (p<0,03). Los efectos simples fueron analizados mediante el 
test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: 
*p<0,05 vs Ccm; †p<0,05 vs Cch, ‡P<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm. 
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Figura 5.5.3.b: Fotografías representativas de la coloración H-E en el parénquima del 
ventrículo izquierdo de crías adultas (A) macho y (B) hembras.  
A- 
         
 
B- 
       
   
 
DMP: diámetro promedio de los cardiomiocitos. Ccm y Cch: crías machos y hembras que 
recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y 
Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y 
el crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores 
son expresados como la Media ± SEM, n=9 por grupo. Los datos fueron analizados usando 
ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. 
Factor dieta: efecto significativo: *p<0,05 vs Ccm; †p<0,05 vs Cch; §p<0,05 vs Bcm; ap<0,05 vs Bch; 
Factor sexo: efecto no significativo; Interacción dieta x sexo: no significativo. 
A- Tinción H-E en el parénquima de ratas machos, Flechas, B- tinción de H-E en el parénquima de 
ratas hembra. Flechas: indican miocitos seleccionados para la medición del diámetro. Ccm y Cch: 
crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete. Bcm y Bch: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control 
durante el crecimiento post-destete. Las imágenes se muestran con una magnificación de 400x, 
n=9  por grupo 
Ccm Bbm Bcm 
Cch Bbh Bch 
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5.5.4- Evaluación del colágeno intersticial del ventrículo izquierdo 
Se evaluaron los depósitos de colágeno intersticial del ventrículo izquierdo en 
cortes histológicos teñidos mediante la técnica de Picrosirius reComo se observa en las 
Figuras 5.5.4.a y b, no se observaron diferencias significativas en la fracción de colágeno 
intersticial en ninguno de los grupos experimentales, así como tampoco diferencias de 
sexo. 
Figura 5.5.4.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre los depósitos de colágeno en el parénquima y las arterias 





















FCI: fracción de colágeno intersticial. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta 
control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores son 
expresados como la Media ± SEM,  n=9 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 
2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples.  Factores 
dieta y sexo: efectos no significativos; Interacción dieta x sexo: no significativo. 
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Figura 5.5.4.b: Fotografías representativas de la coloración de Picrosirius red en el 

























Ccm Bbm Bcm 
Cch Bbh Bch 
A- Tinción de Picrosirius red en el parénquima de ratas machos, B- tinción de Picrosirius red en el 
parénquima de ratas hembra. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete. Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Las imágenes se muestran 
con una magnificación de 40x. Barra de escala = 350 µm, n=9  por grupo 
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5.5.5.- Morfología de las arterias coronarias de ventrículo izquierdo 
Se evaluó la morfología de las arterias coronarias en cortes histológicos de 
ventrículo izquierdo teñidos mediante la técnica de Picrosirius red, como se muestran en las 
Figuras 5.5.5.a y b. 
A los 81 días de vida, las arterias coronarias de los crías Bbm y Bcm presentaron 
menores áreas de luz y un aumento de la pared musculo elástica vascular respecto a su 
control Ccm. Además, las arterias coronorias de los animales Bbm mostraron un aumento 
del depósito de colágeno perivascular. Sin embargo, en las hembras, la restricción dietaria 
de zinc durante los diferentes periodos del crecimiento estudiados no indujo cambios en los 
parámetros morfológicos de las arterias coronarias Cch, Bbh y Bch. 
Las hembras controles presentaron mayor pared musculo elástica que los machos 
controles.  
Figura 5.5.5.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante el desarrollo intrauterino y 
postnatal sobre la morfología de las arterias coronarias del ventrículo izquierdo de las crías 
adultas de ambos sexos. (A) área de la luz, (B) pared musculo-elástica y (C) colágeno 
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Figura 5.5.5.b: Fotografías representativas de la coloración de Picrosirius red en la 

















Cch Bbh Bch 
Bcm Bbm Ccm 
AL: área de la luz vascular, AVT: área vascular total, PME: pared musculo-elástica vascular, CPV: 
colágeno perivascular. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la 
vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm 
y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia 
y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores son expresados como la Media ± 
SEM, n=9 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores.  Interacción dieta 
x sexo: significativo (p<0,003). Los efectos simples fueron analizados mediante el test a posteriori 
de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,05 vs Ccm; 
‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm. 
A- Tinción de Picrosirius red en arterias coronarias de ratas machos, B- tinción de Picrosirius red 
en arterias coronarias de ratas hembra. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta 
control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Las imágenes se muestran 
con una magnificación de 400x. Barra de escala = 30 µm. n=9  por grupo 
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5.6.- MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN PROTEICA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO 
TRANSFORMANTE BETA 1 EN VENTRÍCULO IZQUIERDO 
Mediante la técnica de western blot, se evaluó si la deficiencia de zinc durante 
diferentes etapas del crecimiento induce cambios en la expresión proteica del factor de 
crecimiento transformante beta 1 (TGF-β1) en el ventrículo izquierdo de ratas machos y 
hembras adultas. Esta proteína constituye un importante factor de crecimiento durante el 
desarrollo fetal y postnatal y está  involucrado en el desarrollo de los procesos fibróticos en 
la vida adulta.  
Como se muestra en las Figuras 5.6, a los 81 días de vida, los grupos deficientes de 
ambos sexos, Bbm y Bbh, presentaron una menor expresión proteica del TGF-β1 en el 
ventrículo izquierdo respecto a los grupos Cc y Bc de ambos sexos.  
Las hembras deficientes, Bbh, presentaron mayor expresión proteica que los 
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Figura 5.6: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre la expresión proteica del factor TGF-β1 en el ventrículo 
izquierdo de crías adultas adultas de ambos sexos. 
 
                       24 kDa     TGF-β1 





































TGF-β1: factor de crecimiento transformante beta 1. DO: densidad óptica. Ccm y Cch: crías 
machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento 
post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la 
vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete. Bcm y Bch: crías machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el 
crecimiento post-destete. Se muestran bandas representativas correspondientes al TGF-β1 y a las 
β-actina, obtenidas por la técnica de Westen Blot. Se cuantificó  la densidad óptica de cada banda 
de la eNOS, que fue normalizada por la densidad óptica del marcador β-actina corrido en el 
mismo gel. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=6 por grupo. Los datos fueron 
analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori  de Bonferroni para 
comparaciones múltiples. Factores dieta y sexo: efectos significativos: *p<0,05 vs Ccm, †p<0,05 vs 
Cch; §p<0,05 vs Bcm; ap<0,05 vs Bch ‡p<0,05 vs Bbm; Interacción dieta x sexo: no significativo. 
 
102 Resultados  
5.7.- MEDICIÓN DE LA APOPTOSIS O MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN VENTRÍCULO 
IZQUIERDO 
Con el fin de estudiar uno de los posibles mecanismos involucrados en las 
alteraciones estructurales cardíacas inducidas por la restricción dietaria de zinc durante la 
vida fetal, la lactancia y el crecimiento postdestete, se determinó el porcentaje de células 
apoptóticas por área del ventrículo izquierdo de las ratas machos y hembras adultas. Las 
secciones de VI fueron analizadas mediante la técnica de TUNEL. 
Al final del periodo experimental, los grupos deficientes de ambos sexos, Bbm y Bbh, 
presentaron un mayor número de células apoptóticas en el ventrículo izquierdo respecto a 
los grupos Ccm, Cch, Bcm y Bch. (Figuras 5.7.a y b). Al evaluar las diferencias de sexo, se 
observó que las hembras deficientes, Bbh, presentaron menor número de células 
apoptóticas que los machos deficientes, Bbm. 
 
 
Figura 5.7.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre el número de células apoptóticas en ventrículo izquierdo de 
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Figura 5.7.b: Fotografías representativas de la técnica de TUNEL en ventrículo izquierdo de 
ratas adutas macho (A) y hembra (B)  
A- 
       
  
 B- 





Ccm Bbm Bcm 
Cch Bbh Bch 
Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia 
y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en 
zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control 
durante el crecimiento post-destete. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=6 por 
grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores dieta y sexo: efectos significativos: *p<0,05 vs 
Ccm, †p<0,05 vs Cch, ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs Bcm; ap<0,05 vs Bch; Interacción dieta x sexo: no 
significativo. 
A- Técnica de TUNEL en el parénquima de ratas machos, B Técnica de TUNEL en el parénquima 
de ratas hembra. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida 
fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm 
y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia 
y dieta control durante el crecimiento post-destete. Las imágenes se muestran con una 
magnificación de 400x. Barra de escala = 30 µm. n=6  por grupo 
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5.8- DETERMINACIÓN DE LAS CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS EN VENTRÍCULO 
IZQUIERDO 
Considerando los efectos antiinflamatorios del zinc previamente descriptos en diferentes 
tejidos por otros autores, se determinó por la técnica inmunohistoquímica, el área de 
inmunomarcación de las citoquinas pro-inflamatorias,  TNF-α e IL-6, en el VI de las ratas 
machos y hembras adultas expuestas a la deficiencia de zinc durante periodos críticos del 
desarrollo.  
5.8.1.- Inmunohistoquímica de citoquinas pro-inflamatorias 
Como se muestra en las Figuras 5.8.1.a y b, los grupos deficientes de ambos sexos, Bbm y 
Bbh, presentaron un aumento del % de tinción positiva, para TNF-α e IL-6, en el ventrículo 
izquierdo respecto a los grupos controles, Cc y Bc de ambos sexos.  
 
Figura 5.8.1.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre el área de  inmunomarcación para (A) el factor de necrosis 



















































































TNF-α: factor de necrosis tumoral-alpha, IL-6: interleuquina-6. Ccm y Cch: crías machos y 
hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el 
crecimiento post-destete. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=6 por grupo. Los 
datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de  Bonferroni 
para comparaciones múltiples.  Factor dieta: efecto significativo: *p<0,05 vs Ccm, †p<0,05 vs Cch; 
§p<0,05 vs Bcm; ap<0,05 vs Bch; Factor sexo: efecto no significativo; Interacción dieta x sexo: no 
significativo. 
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Figura 5.8.1.b: Fotografías representativas de la inmunomarcación de citoquinas pro-
inflamatorias (A) TNF-α y (B) IL-6,  en ventrículo izquierdo de crías adultas de ambos sexos.  
A- TNF-α 
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Cch Bbh Bch 
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A- inmunomarcación para TNF-α: factor de necrosis tumoral-alpha, B- inmunomarcación para IL-
6: interleuquina-6. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la 
vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que 
recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm 
y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia 
y dieta control durante el crecimiento post-destete. Las imágenes se muestran con una 
magnificación de 400x. Barra de escala = 30 µm, n=6  por grupo. 
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5.9- EVALUACIÓN DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL VENTRÍCULO IZQUIERDO 
Para cumplir con este objetivo, se determinaron las productos de peroxidación 
lipídica, mediante el ensayo de TBARS y los niveles de diferentes sistemas anti-oxidantes, 
como el contenido de glutatión y la actividad de las enzimas CAT, GPx y SOD, en 
homogenatos del ventrículo izquierdo al final del periodo experimental (81 días), como se 
muestra en la Tabla 5.9  
La deficiencia de zinc durante diferentes etapas del desarrollo prenatal y postnatal 
no indujo cambios significativos en los productos de peroxidación lipídica en el ventrículo 
izquierdo de las crías machos y hembras.  Sin embargo, al evaluar los sistemas 
antioxidantes, se observó que las crías machos expuestas a una deficiencia moderada de 
zinc (Bbm y Bcm) presentaron una mayor actividad de la enzima GPx. Más aún, los animales 
Bcm también mostraron un aumento de la actividad de la SOD.  Mientras tanto, no se 
observaron diferencias significativas en el contenido de glutatión reducido ni en la actividad 
de la catalasa en las crías machos.  
Por otra parte, la deficiencia de este micronutriente no modificó la actividad de los 
sistemas antioxidantes del ventrículo izquierdo de las hembras. 
Sin embargo, las hembras controles (Cch) presentaron mayor actividad de las 
enzimas antioxidantes, SOD, catalasa y GPx, en el tejido cardíaco que los machos controles 
(Ccm). Por otro lado, las hembras deficientes Bbh, mostraron mayor actividad de la SOD y 
catalasa en el ventrículo izquierdo que los animales Bbm, mientras que el grupo Bch solo 
muestró mayor actividad de la catalasa en este tejido que Bcm.  
 
Tabla 5.9: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre las defensas anti-oxidantes y la producción de especies 




Ccm Bbm Bcm Cch Bbh Bch 
GLUT, mg/mg 
prot. 




0,084±0,006 0,083±0,018 0,077±0,010 0,112±0,024 0,097±0,012 0,092±0,015 
SOD, 
U/mg prot. 








80,3±3,0 117,0±5,9* 106,8±3,7* 108,5±8,5* 106,3±8,5 96,3±10 
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GLUT: glutatión reducido, TBARS: especies reactivas del ácido tiobarbitúrico, SOD: actividad de 
superóxido dismutasa, CAT: actividad de catalasa, GPx: actividad de glutatión peroxidasa. Ccm y 
Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control 
durante el crecimiento post-destete. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=8 por 
grupo.  
GLUT, TBARS, CAT: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factor dieta: no significativo; Factor sexo: 
efecto significativo: *p<0,05 vs Ccm, ‡p<0,05 vs Bbm, §p<0,05 vs Bcm; Interacción dieta x sexo: no 
significativo. 
SOD, GPx: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores.  Interacción dieta x sexo: 
significativo (p<0.0001). Los efectos simples fueron analizados mediante el test de Bonferroni 
para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0,05 vs Ccm, ‡p<0,05 vs Bbm, 
§p<0,05 vs Bcm. 
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5.10.- EVALUACIÓN DEL SISTEMA DEL ÓXIDO NÍTRICO EN EL VENTRÍCULO IZQUIERDO. 
5.10.1.- Determinación de la actividad de la enzima óxido nítrico sintasa 
En la Figura 5.10.1.a se encuentran representados los resultados de la actividad de 
la NOS, determinada con [14C] L-arginina en el VI de las ratas  machos y hembras adultas 
expuestas a una deficiencia de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el crecimiento 
post-destete.  
 Los grupos Bbm, Bcm, Bbh y Bch, presentaron menor actividad basal de la NOS en 
el VI a los 81 días de vida, comparado a sus respectivos controles, Ccm y Cch.  
Sin embargo, la actividad de este enzima fue mayor en hembras que en machos, 
dado que los grupos Cch, Bbh y Bch, presentaron mayor actividad basal de la NOS que los 
animales Ccm, Bbm y Bcm, respectivamente (% aumento de la actividad de la NOS: 
hembras vs machos: Cch: 26%; Bbh: 32%; Bch: 38%) 
Con el fin de determinar cuál era la principal isoforma involucrada en los cambios 
observados, se midió la actividad de esta enzima luego de incubar el tejido ventricular con 
inhibidores de las distintas isoformas de la NOS. La actividad basal de la NOS, en los grupos 
estudiados, no se modificó  ante el agregado de los inhibidores de las isoformas neuronal 
(7-nitroindazol) e inducible (aminoguanidina), pero se produjo una gran disminución de la 
actividad de la NOS  luego del agregado de un antagonista de la calcio-calmodulina 
(calmidazolium). A partir de estos resultados se pudo determinar que  la eNOS sería la 
principal isoforma involucrada en la disminución de la actividad de la NOS en el VI de los 
animales machos y hembras expuestos a un dieta baja en zinc durante algún periodo de sus 
vida. El agregado de L-NAME abolió la actividad de la NOS en todos los grupos 
experimentales, lo cual demuestra que la actividad medida en los experimentos era 
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Figura 5.10.1.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y el 
crecimiento postnatal sobre la actividad basal de la óxido nítrico sintasa en el ventrículo 













































NOS: óxido nítrico sintasa. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-
destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida 
fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores son 
expresados como la Media ± SEM,  n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 
2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores 
dieta y sexo: efectos significativos: *p<0,05 vs Ccm, †p<0,05 vs Cch, ‡p<0,05 vs Bbm; §p<0,05 vs 
Bcm; Interacción dieta x sexo: no significativo. 
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Figura 5.10.1.b: Efectos de los inhibidores de las isoformas de la NOS sobre la actividad 
basal de la NOS en el ventrículo izquierdo de los crías adultas (A) macho y (B) hembra 
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5.10.2.- Determinación de la expresión del ARNm de la isoforma endotelial de la óxido 
nítrico sintasa  
Teniendo en cuenta las alteraciones del sistema del NO ventricular, observadas en 
el modelo experimental, se midió la expresión transcripcional de la isoforma endotelial de 
la NOS. Como se muestra en la Figura 5.10.2, la deficiencia de zinc durante la vida prenatal, 
la lactancia y/o luego del destete no indujo cambios significativos en la expresión del ARNm 
de la eNOS en ratas machos y hembras de 81 días de vida. 
 
Figura 5.10.2: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y 
postnatal sobre la expresión del ARNm de la isoforma endotelial de la óxido nítrico sintasa 


































AG: aminoguanidina, 7-NI: 7-nitroindazol, Cz: calmidazolium, L-NAME: L-nitroarginina metil ester. 
NOS: Actividad de la óxido nítrico sintasa. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron 
dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías 
machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bcm y Bch :crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-desteteLos valores 
son expresados como la Media ± SEM,  n=6 por grupo. Los datos fueron analizados usando 
ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples.  
Factor dieta: efecto significativo: *p<0,05 vs Ccm, †p<0,05 vs Cch; Factor inhibidor: efecto 
significativo: #p<0,05 vs basal; Interacción dieta x inhibidor: no significativo 
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5.10.3.- Determinación de la expresión proteica de la isoforma endotelial de la óxido 
nítrico sintasa y de la isoforma fosforilada en el residuo de Serina 1177 de eNOS 
Dado los efectos de la restricción dietaria de zinc durante diferentes etapas del 
crecimiento sobre la actividad de la NOS del VI en ratas machos y hembras,  se determinó si 
los mismos estaban relacionados con cambios en la abundancia proteica de la eNOS o en la 
activación de la eNOS mediante la fosforilación del residuo de Ser 1177. 
Como se muestra en la Figura 5.10.3, la deficiencia de zinc durante la vida fetal y 
postnatal no modificó la expresión proteica de la eNOS en los machos. Sin embargo, el 
grupo Bbm, presentaría una menor activación de la misma, dado que se observó una 
disminución en  la expresión de eNOS fosforilada en Ser1177, al compararla con el grupo 
Ccm.   
Mientras que en las hembras, solo en el grupo Bch se registró una menor expresión 
proteica de la eNOS, que se vió acompañada de una mayor fosforilación de la eNOS en 
Ser1177, al compararla con Cch. Por otra parte, siguiendo el mismo patrón de actividad de 
la NOS, la expresión de la eNOS fue mayor en las hembras Cch respecto a los machos Ccm. 
Además, las hembras deficientes, Bbh y Bch, muestran mayor fosforilación de la eNOS en 










eNOS: Óxido Nítrico Sintasaendotelial, GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Ccm y 
Cch: crías machos y hembras que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y 
hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal y la lactancia y dieta control 
durante el crecimiento post-destete. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=6 por 
grupo. Los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a posteriori de 
Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores dieta y sexo: efectos no significativos; 
Interacción dieta x sexo: no significativo. 
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Figura 5.10.3: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante el crecimiento prenatal y 
postnatal sobre la expresión proteica de la (A) isoforma endotelial de la óxido nítrico sintasa 
y de la (B) fosforilación en Serina1177 de la eNOS en el ventrículo izquierdo de crías adultas 
de ambos sexos. 
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B- 
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eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial, pSer1177-eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial fosforilada 
en el residuo serina 1177 DO: densidad óptica. Ccm y Cch: crías machos y hembras que recibieron 
dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento post-destete, Bbm y Bbh: crías 
machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la lactancia y el 
crecimiento post-destete, Bcm y Bch: crías machos y hembras que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Se 
muestran bandas representativas correspondientes a la eNOS, pSer1177-eNOS y a la β-actina, 
obtenidas por la técnica de Westen Blot. Se cuantificó  la densidad óptica de cada banda de la 
eNOS, que fue normalizada por la densidad óptica del marcador β-actina corrido en el mismo gel. 
Respecto a la pSer1177-eNOS se cuantifico la DO de cada banda y se normalizó por la DO de la 
eNOS corrida en el mismo gel. Los valores son expresados como la Media ± SEM,  n=6 por grupo. 
eNOS/ β-actina: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores, seguido del test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples. Factores dieta y sexo: efectos 
significativos: *p<0.05 vs Ccm, †p<0.05 vs Cch, §p<0.05 vs Bcm; Interacción dieta x sexo: no 
significativo. 
pSer1177-eNOS/ eNOS: los datos fueron analizados usando ANOVA de 2 factores. Interacción dieta 
x sexo: significativo (p<0.0001). Los efectos simples fueron analizados mediante el  test a 
posteriori de Bonferroni para comparaciones múltiples entre los subgrupos de interés: *p<0.05 vs 
Ccm, †p<0.05 vs Cch, ‡p<0.05 vs Bbm, §p<0.05 vs Bcm. 
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5.11.- EVALUACIÓN DEL CALCIO CITOSÓLICO Y EL ACORTAMIENTO CELULAR EN MIOCITOS 
AISLADOS  
Mediante los ecocardiogramas, hemos demostrado que solo las crías machos 
adultas alimentadas con un bajo aporte de zinc durante la vida fetal y el crecimiento 
postnatal presentan alteraciones en los parámetros estructurales del VI, así como 
disminuciones de la FE y FA, medidas indirectas de la función contráctil del VI. Mientras que 
las crías machos a los que se les restituyó el adecuado aporte de zinc en la dieta luego del 
destete no mostraron alteraciones funcionales, pero sí algunos cambios estructurales en el 
VI.  
Dados estos  resultados decidimos evaluar las posibles diferencias en el manejo del 
Ca2+ intracelular (transitorio de calcio: aumento de calcio intracelular durante la sístole) y el 
acortamiento celular en cardiomiocitos aislados de los diferentes grupos de machos a los 81 
días de vida. Estos estudios permiten determinar en tiempo real el estado inotrópico de las 
células en condiciones basales y los cambios acontecidos en respuesta a los diferentes 
tratamientos.  
Como se muestra en la Figura 5.11.a y b, se observa una reducción en la amplitud 
de los transitorios de Ca2+ en los cardiomiocitos de ratas que recibieron una dieta deficiente 
(grupo Bbm), asociado a un menor acortamiento celular. Los cardiomiocitos provenientes 
del grupo Bcm presentaron una reducción en la amplitud de los transitorios de Ca2+ que no 
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Figura 5.11.a: Efecto de la deficiencia moderada de zinc durante el crecimiento prenatal y 
postnatal  sobre  (A) la amplitud de transitorios de calcio y (B) el acortamiento celular en 
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Figura 5.11.b: Esquema representativo de los experimentos realizados para evaluar 



















































       Ccm                                                   Bbm                                       Bcm 
Ccm: crías machos que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento 
post-destete, Bbm: crías machos que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la 
lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm: crías machos que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. Los valores 
son expresados como la Media ± SEM,  n=6 células por grupo. Los datos fueron analizados 
usando ANOVA de 1 factor, seguido del test a posteriori de Bonferroni para comparaciones 
múltiples: *p<0.05 vs Ccm; §p<0.05 vs Bcm. 
Ccm: crías machos que recibieron dieta control durante la vida fetal, la lactancia y el crecimiento 
post-destete, Bbm: crías machos que recibieron dieta baja en zinc durante la vida fetal, la 
lactancia y el crecimiento post-destete, Bcm: crías machos que recibieron dieta baja en zinc 
durante la vida fetal y la lactancia y dieta control durante el crecimiento post-destete. 
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5.11.-  RESUMEN DE RESULTADOS 
 Las madres bajas presentaron un aumento de peso abrupto durante la preñez, 
cercano al nacimiento de las crías, y una pérdida de peso inmediata al nacimiento 
de las crías (durante la lactancia). Las madres controles aumentaron de peso 
gradualmente durante la preñez y perdieron el peso en la lactancia de la misma 
forma. El consumo de alimento en ambos grupos fue similar. 
 
 Las crías bajas presentaron menor peso corporal a los 6 y 21 días de vida, respecto 
a los controles. A los 81 días de vida, tanto| las crías Bb como Bc de ambos sexos 
presentaron menor peso corporal, largo de tibia y ganancia de peso desde los 21 a 
los 81 días, que sus respectivos controles. El consumo de alimento fue similar en 
todos los grupos de crías.  
 
 Tanto las madres como las crías deficientes en zinc (MB, Bbm y Bbh) presentaron 
concentraciones de zinc en plasma disminuidas respecto los grupos controles y a 
los que se les restituyó el adecuado aporte de zinc luego del destete. 
 
 Las crías Bbm y Bcm presentaron, a los 81 días, valores significativamente mayores 
de PAS que el grupo Cc y las hembras. El  grupo Bbm incremento su PAS, respecto a 
Ccm, a partir de los 51 días de vida, y el grupo Bcm lo hizo a partir de los 66 días de 
vida. Ambos alcanzaron niveles similares de PAS a los 81 días de vida. La restricción 
dietaria de zinc en diferentes etapas de la vida no indujo cambios en los valores de 
la PAS de las hembras.  
 
 Al evaluar la estructura y función cardíaca se observó que:  
 
 Los grupos Bb y Bc de ambos sexos presentaron menor peso cardíaco y del 
VI que Cc y sólo los machos presentaron menor peso del ventrículo 
derecho que Cc.  
 
 Los grupos Bb de ambos sexos presentaron menor diámetro promedio de 
los cardiomiocitos que los respectivos grupos Cc y Bc. 
 
 Las arterias coronarias de las ratas  Bbm y Bcm presentaron menor luz 
vascular y mayor pared músculo-elástica que Ccm. Sólo el grupo Bbm 
presentó un aumento en el colágeno perivascular de las arterias 
coronarias del VI. Las hembras no mostraron diferencias significativas en 
estos parámetros. 
 
 No hubo diferencias significativas en el colágeno intersticial del VI entre los 
grupos experimentales. 
 
 Mediante ecocardiogramas se evaluaron los espesores y diámetros del VI y 
se obtuvieron parámetros funcionales, como la FE y FA, derivados de los 
mismos. El grupo Bbm presentó menores espesores parietales y mayores 
diámetros del VI, tanto en sístole como en diástole. Estas alteraciones 
conllevaron a una menor FE y FA, respecto a Ccm. El grupo Bcm presentó 
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menor número de alteraciones en estos parámetros y, por lo tanto, 
conservó los parámetros funcionales (FE y FA) similares al control. Las 
hembras deficientes no presentaron alteraciones en estos parámetros 
respecto a Cch.  
 
 A través de la técnica de western blot se evaluó la expresión proteica de TGF-β1. Se 
observó que los grupos Bbm y Bbh  presentaban menor expresión proteica de este 
factor de crecimiento que sus respectivos controles y Bc. Además, el grupo Bbh 
presentó mayor expresión proteica de TGF-β1 que el grupo Bbm. 
 
 A través de la técnica de TUNEL, se observó que los grupos Bbm y Bbh presentaron 
un aumento en el número de células apoptóticas en VI respecto a los animales 
controles y a los que se les restituyó el adecuado aporte de zinc luego del destete. 
Las ratas Bbh presentaron menor número de células apoptóticas que las crías Bbm.  
 
 Mediante una técnica inmunohistoquímica se evaluó el efecto de la deficiencia de 
zinc sobre las citoquinas pro-inflamatorias: TNF-α e IL-6 en el VI de las crías macho 
y hembra. Se observó que los grupos Bbm y Bbh presentaron mayor marcación de 
estas citoquinas en el VI que los grupos Cc y Bc de ambos sexos.  
 
 Al evaluar el estrés oxidativo en VI se observó: 
 
 Un aumento en la actividad de las enzimas anti-oxidantes GPx y SOD en el 
grupo Bcm y solo un aumento de Gpx en el grupo Bbm, respecto a Ccm.  
 Las hembras presentaron mayor capacidad anti-oxidante que los machos 
(CAT, GPx y SOD). 
 No se observaron diferencias significativas en los productos de 
peroxidacion lipídica y GLUT entre los grupos experimentales. 
 
 Al evaluar el sistema del NO en VI se observó: 
 
 Una disminución en la actividad de la NOS en los grupos Bb y Bc machos y 
hembras con respecto a sus controles. 
 
 La disminución de la actividad de NOS, se debería principalmente a una 
menor actividad de la isoforma endotelial. 
 
 Las hembras Cch, Bbh y Bch presentaron mayor activadad de NOS que los 
respectivos grupos de ratas macho. 
 
 Las hembras controles (Cch) exhibieron mayor expresión proteica de la 
eNOS que los machos. 
 
 El grupo Bch presentó una menor expresión proteica de la eNOS que Cch, 
acompañado por un aumento en la expresión proteica de la fosforilación 
activadora en Ser1177 de la eNOS. 
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 El grupo Bbm presentó una menor expresión proteica de la eNOS 
fosforilada en Ser1177 que Ccm y Bcm.  
 
 No se hubo diferencias significativas en la expresión del ARNm de la eNOS 
entre los grupos experimentales.  
 
 Mediante la técnica de microscopía de epifluorescencia, se realizaron experimentos 
funcionales en cardiomiocitos del  VI, aislados de los diferentes grupos de machos a 
los 81 días de vida. Los resultados mostraron una reducción en la amplitud de los 
transitorios de Ca2+ en los cardiomiocitos de las ratas Bbm, asociado a un menor 
acortamiento celular. Los cardiomiocitos provenientes del grupo Bcm presentaron 
una reducción en la amplitud de los transitorios de Ca2+ que no se encontró 


















El estudio de las enfermedades cardiovasculares y de los factores involucrados en 
su desarrollo es primordial para lograr una correcta prevención y control de las mismas. 
Nuestro grupo de investigación ha demostrado previamente que la deficiencia moderada 
de zinc durante el crecimiento intrauterino y postnatal programa el desarrollo de factores 
de riesgo vascular y renal en la vida adulta. Las ratas macho sometidas a una deficiencia 
moderada de zinc durante el crecimiento prenatal y postnatal presentan bajos pesos al 
nacer y elevada presión arterial en la adultez, asociada a alteraciones de la morfología y 
función renal, así como a alteraciones del sistema del NO vascular (Tomat AL y col, 2008; 
2010).   
Teniendo en cuenta nuestros antecedentes, la importancia del zinc en los procesos 
celulares y la incidencia de las injurias nutricionales durante el crecimiento en la 
programación de enfermedades cardiovasculares, se planteó como hipótesis que el 
insuficiente aporte de zinc en la dieta durante la vida fetal y postnatal induce alteraciones 
en la estructura y la función cardíaca que, junto a las alteraciones vasculares y renales 
previamente observadas, conducen a un incremento de la presión arterial en la vida adulta.  
Los resultados de la presente tesis demuestran que la deficiencia moderada de zinc 
durante períodos críticos del desarrollo, conlleva a alteraciones en la estructura cardíaca 
que programan, a largo plazo, una capacidad funcional reducida de este órgano. Más aún, 
se encontraron importantes diferencias entre sexos en los efectos de la restricción dietaria 
de este micronutriente sobre el tejido cardíaco y en los niveles de presión arterial. Además, 
este trabajo de tesis permitió determinar que muchas de las alteraciones cardíacas, aunque 
no todas, inducidas por la deficiencia de este mineral durante la vida fetal y la lactancia 
podrían ser corregidas o prevenidas cuando se restituye el adecuado aporte de zinc en la 
dieta luego del destete. 
Los resultados obtenidos en este protocolo experimental muestran que, las crías 
machos y hembras expuestas a la deficiencia moderada de zinc presentan un retraso del 
crecimiento, caracterizado por menor peso corporal, menor largo de la tibia y menor 
ganancia de peso desde el destete hasta la adultez. Estos cambios en el crecimiento 
también se reflejan a nivel cardíaco mediante una disminución del peso del corazón y del 
ventrículo izquierdo. Sin embargo, los machos estarían más afectados por esta deficiencia, 
ya que también presentan menor peso del ventrículo derecho que sus controles. Por otro 
lado, el hecho de que la restitución del adecuado aporte de zinc luego del destete, no 
normalice estos marcadores de crecimiento, demuestra la importancia de este 
micronutriente durante la vida fetal y la lactancia para el desarrollo de este órgano y el 
resto del organismo. Respecto a esto, numerosos estudios han reportado que el zinc 
estimula la proliferación celular, ya que muchas hormonas y enzimas involucradas en la 
proliferación y división celular son dependientes de zinc para su funcionamiento y/o 
síntesis. Por ejemplo, el zinc aumenta la expresión del gen que codifica para la enzima 
sintetizante de ADN desoxitimidina kinasa (MacDonald RS, 2000) y estimula la síntesis de la 
hormona de crecimiento y de los factores de crecimiento símiles a la insulina (Cossack ZT, 
1991). Además, estos resultados están de acuerdo con la hipótesis de programación fetal 
que sugiere que el insuficiente aporte de nutrientes durante la vida intrauterina, limitan el 
crecimiento fetal, y podría inducir adaptaciones que alteran permanentemente diferentes 
sistemas del organismo y que a largo plazo predisponen al desarrollo de enfermedades en 
la vida adulta (Eriksson JG, 2011). 
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Por otra parte, los efectos cardíacos de la restricción dietaria de este 
micronutriente también se evidencian en el tamaño de los miocitos del ventrículo 
izquierdo, dado que las crías machos y hembras adultas expuestas durante todo el período 
experimental a la deficiencia de zinc presentan menor diámetro promedio de sus miocitos. 
Sin embargo, el impacto de esta injuria nutricional sobre la morfología cardíaca no sería el 
mismo en las diferentes etapas de la vida. En estudios previos, realizados en nuestro 
laboratorio, evaluamos el impacto de la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal y 
en etapas tempranas de la vida postnatal sobre el tejido cardíaco en ambos sexos. Nuestros 
resultados mostraron que los corazones de las crías expuestas a la deficiencia de zinc 
presentaban menores pesos a los 6 y 21 días de vida, respecto a las crías controles.  Al 
evaluar la histomorfología de los corazones, se observó una disminución del diámetro 
promedio de los cardiomiocitos en los animales deficientes de 6 días de vida, que se 
acompañó de un aumento en el número de células apoptóticas. Mientras que a los 21 días, 
momento del destete, se observó lo contrario, un aumento compensatorio del tamaño de 
los cardiomiocitos de las crías deficientes y no se encontraron diferencias en el número de 
células apoptóticas en el tejido cardíaco (Tomat AL y col, 2013). En este sentido, ha sido 
demostrado que al día 21 de vida, el crecimiento cardíaco se produce principalmente por 
hipertrofia de los cardiomiocitos y el depósito de matriz extracelular (Rudolph AM, 2000).  
Nuestros antecedentes nos indican que la respuesta adaptativa observada en 
etapas tempranas de desarrollo no podría mantenerse durante la adultez en los animales 
que durante toda su vida son alimentados con una dieta baja en zinc. Un comportamiento 
similar hemos observado en este modelo a nivel de la corteza renal. En etapas tempranas 
del desarrollo (21 días de vida), los animales deficientes presentaban glomérulos de mayor 
tamaño, posiblemente como un mecanismo compensador ante el menor número de estas 
unidades de filtración glomerular observado en estos animales. Sin embargo, esta 
compensación tampoco pudo sostenerse en la vida adulta, observándose un menor 
número y tamaño de glomérulos en las ratas expuestas a esta deficiencia durante toda su 
vida (Tomat AL y col, 2007).  
Lo llamativo que observamos en los cardiomiocitos de las ratas adultas, es que la 
restitución del adecuado aporte de zinc luego del destete logra revertir la disminución del 
tamaño de miocitos, observada en los grupos Bb, a valores controles. Si bien esto podría 
resultar beneficios en estos grupos, estos cambios microscópicos no se reflejan 
macroscópicamente en el peso cardíaco y del VI. Por lo tanto, la injuria producida por esta 
deficiencia de zinc en etapas tempranas del desarrollo programa alteraciones no 
totalmente reversibles en los parámetros morfológicos y estructurales.  
Los efectos de esta injuria nutricional sobre los pesos cardíacos y el tamaño de los 
miocitos son similares en los machos y hembras adultas. Sin embargo, en algunas de las 
alteraciones cardíacas tempranas, inducidas por esta deficiencia, se encontraron 
diferencias de sexo. Por ejemplo, en trabajos previos hemos descripto que las hembras 
deficientes presentaron un aumento compensatorio del tamaño de sus miocitos más 
temprano que los machos, a pesar de que en ambos sexos se observó un menor tamaño 
cardíaco y un aumento de los procesos apoptóticos. Esto nos habla de mecanismos 




Desde los inicios de la hipótesis de programación fetal, se plantea que un retraso de 
crecimiento intrauterino, asociado a menor peso al nacer, determina mayor riesgo de 
enfermedades cardiovasculares, entre ellas la hipertensión arterial. En nuestro modelo de 
programación fetal hemos encontrado que los grupos sometidos a la deficiencia moderada 
de zinc, tanto machos como hembras, presentan un menor peso corporal a los 6 y 21 días 
de vida. Sin embargo, sólo en los machos se observa un incremento de la presión arterial. 
Los resultados del presente trabajo están de acuerdo con nuestros estudios previos. Las 
crías macho deficientes (Bbm) presentan un aumento de la PAS desde el día 51 de vida, con 
valores que superan los 140 mmHg al día 81 de vida. Sin embargo, esta alteración no pudo 
ser prevenida con la restitución de una dieta control luego del destete, ya que si bien el 
incremento de PAS en el grupo Bcm ocurrió a partir de los 66 días de vida, a los 81 días 
alcanzaron valores similares a los encontrados en Bbm. Un aumento de la presión arterial 
de esta magnitud, incrementa el riesgo de eventos cardiovasculares (Vasan RS y col, 2001; 
Tomat AL y col, 2005; 2007; 2008; 2010). Los resultados de este trabajo muestran, por 
primera vez, que la deficiencia moderada de zinc pre y postnatal no modifica los niveles de 
presión arterial en las hembras. Las diferencias de sexo en otros modelos de programación 
fetal muestran resultados similares. Así por ejemplo, en ratas, la insuficiencia placentaria 
programa hipertensión arterial en crías macho con retraso de crecimiento intrauterino pero 
no en hembras (Ojeda NB y col, 2007). En ovejas, la exposición fetal a glucocorticoides 
determina niveles de presión arterial mayores en machos que en hembras (Dodic M y col, 
2002). Por lo tanto, las diferencias de sexo durante la programación fetal demuestran que 
las hembras estarían más protegidas que los machos, en las diferentes especies y/o injurias 
evaluadas. 
Por otra parte, nuestros resultados están de acuerdo con estudios epidemiológicos 
realizados en humanos adultos, que han reportado una asociación entre las alteraciones en 
el metabolismo del zinc, que conducen a su deficiencia, y la etiopatogénesis de 
enfermedades cardiovasculares como la hipertensión arterial primaria (Bergomi M y col, 
1997; Tubek S, 2005; 2007). Más aún, Chiplonkar y col. publicaron que la ingesta de zinc y 
su concentración en las membranas eritrocitarias presentaban una correlación negativa con 
la presión arterial en una población lactovegetariana de la India con un alto riesgo de 
desarrollar deficiencia moderada de este mineral (Chiplonkar SA y col, 2004). Otro estudio 
que evaluó los niveles de zinc en pelo y sangre en pacientes hipertensos encontró esta 
misma correlación negativa (Afridi HI y col, 2013; 2014).  Estos informes, junto con los 
resultados del presente estudio, sostienen la hipótesis de que la deficiencia moderada de 
zinc a lo largo de la vida, jugaría un papel importante en la patogénesis de la hipertensión. 
Sin embargo, por otra parte, no existen estudios que hayan evaluado las diferencias de sexo 
y existen aún controversias acerca de cómo las concentraciones dietarias de zinc influyen 
en la regulación de la presión arterial. Sato M y col. observaron que la deficiencia severa de 
zinc en la vida adulta no genera cambios de la presión arterial en ratas normotensas, 
aunque ésta puede agravar el estado hipertensivo en ratas espontáneamente hipertensas 
al aumentar la producción de anión superóxido y reducir la biodisponibilidad del NO (Sato 
M y col, 2002; 2003). Por otro lado, Yanagisawa H y col. mostraron que las ratas 
alimentadas con altos contenidos de zinc presentaban mayores valores de presión arterial 
que aquellas que habían consumido una dieta estándar (Yanagisawa H y col, 2004). Estos 
resultados, si bien son controvertidos, indicarían que los efectos de la deficiencia de zinc 
sobre la presión arterial podrían estar influenciados por la duración y el grado de 
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deficiencia inducido por la dieta y especialmente por el período de la vida en el cual se 
induce la deficiencia (embarazo, vida fetal, crecimiento, adultez).  
 
El patrón de remodelado de los cardiomiocitos y el menor peso cardíaco observado 
en las crías macho adultas deficientes de zinc, se puede correlacionar con los cambios 
observados en la anatomía y la función del VI, determinados por ecocardiograma. Como se 
describió previamente, las ratas macho adultas expuestas durante toda su vida a la 
deficiencia de zinc presentan menor espesor parietal relativo y de las paredes del ventrículo 
izquierdo, que junto a un aumento del diámetro ventricular en sístole y diástole, 
determinan valores de fracción de eyección y de acortamiento disminuidos. Estos 
resultados nos llevan a suponer entonces, que estos animales estarían presentando una 
disminución de la capacidad contráctil durante la sístole, lo que podría llevar a una mayor 
distensión de la cavidad del ventrículo izquierdo durante la diástole. Por lo tanto podríamos 
sugerir que la restricción dietaria de zinc, durante las diferentes etapas de la vida, induce 
cambios en la estructura y función ventricular de los machos, que no le permitirían al 
corazón compensar adecuadamente la sobrecarga de presión.  
Sin embargo, las ratas macho a las que se les restituyó el adecuado aporte de zinc 
en la dieta luego del destete, estarían en mejores condiciones para compensar el aumento 
de la post-carga inducida por los mayores niveles de presión arterial, dado que no presenta 
alteraciones importantes de la función ventricular. Si bien estos animales presentan una 
disminución de sus pesos cardíacos y espesores parietales del ventrículo izquierdo, se 
observan importantes mejorías en el tamaño de sus miocitos y el diámetro del ventrículo 
izquierdo durante la diástole, respecto al grupo Bbm. Estos efectos sobre la estructura 
ventricular serían beneficiosos para asegurar una fracción de eyección y acortamiento 
adecuada en el grupo Bcm. Sin embargo, teniendo en cuenta que las injurias durante el 
desarrollo programan alteraciones cardiovasculares a largo plazo que son dependientes de 
la edad, resultaría interesante evaluar si la estructura y función cardíaca se conserva, 
mejora o empeora en edades más avanzadas de estos animales. 
Las alteraciones estructurales y funcionales del ventrículo izquierdo en los machos 
deficientes se vieron  acompañadas de un remodelado hipertrófico de las arterias 
coronarias, caracterizado por un engrosamiento de sus paredes y la consecuente 
disminución de su luz. Esto indicaría una mayor resistencia al flujo de sangre en estos vasos 
sanguíneos en las ratas machos Bbm y Bcm. Teniendo en cuenta que el remodelado arterial 
refleja una adaptación de los vasos sanguíneos a estímulos mecánicos y hemodinámicos, los 
efectos observados podrían atribuirse al hecho de que estos animales están expuestos a 
mayores niveles de presión arterial. Además, los animales que durante todo el período 
experimental fueron expuestos a esta deficiencia presentaron un aumento del depósito de 
colágeno perivascular, pudiendo alterar la relación presión-diámetro de estas arterias ante 
altas presiones.  
Por otro lado, el tejido cardíaco de las hembras sería menos sensibles a esta injuria 
nutricional durante el desarrollo. Si bien las crías hembras expuestas a esta deficiencia 
durante la vida fetal y postnatal presentan menores pesos cardíacos, así como menores 
diámetros de sus miocitos, los estudios ecocardiográficos del ventrículo izquierdo muestran 
cambios morfológicos cardíacos muy leves que no generan alteraciones de la fracción de 
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acortamiento y eyección. Además, las hembras deficientes de zinc normotensas no 
mostraron signos de remodelado en las arterias coronarias.   
Por lo tanto, los resultados de este trabajo de tesis demuestran que el corazón no 
sería el principal responsable del incremento de la presión arterial observada en los 
animales Bbm y Bcm. Como está ampliamente descripto, el incremento crónico de la 
presión arterial se asocia a la hipertrofia compensatoria del ventrículo izquierdo que 
favorece la contractilidad cardíaca ente el aumento de post-carga. Aunque, eventualmente 
la hipertrofia puede llegar a ser descompensada y conducir a una insuficiencia cardíaca 
(Ramos-Mondragón R y col, 2008). A diferencia de lo esperado, estos animales presentaron 
una menor capacidad funcional y estructural del ventrículo izquierdo. Por lo tanto, 
proponemos que estas alteraciones cardíacas serían principalmente una consecuencia de la 
deficiencia moderada de zinc durante el desarrollo prenatal y postnatal. Más aún, 
postulamos que el impacto de la deficiencia de zinc durante la vida fetal, la lactancia y /o el 
crecimiento post-destete sobre otros órganos, como el riñón y los vasos sanguíneos, 
contribuirían al aumento de presión arterial en los machos. En estudios previos 
demostramos que los animales expuestos a esta injuria nutricional durante la vida fetal y 
postnatal presentaron una menor tasa de filtrado glomerular asociada a una reducción del 
número de nefronas y de la superficie de filtrado glomerular, a una disminución en la 
actividad el sistema del NO y a un aumento del estrés oxidativo, la apoptosis y la fibrosis 
renal (Tomat AL y col, 2008; 2010). Por otra parte, se observó una menor actividad de la 
NOS vascular y una menor expresión proteica de la eNOS en la arteria aorta, principal 
isoforma involucrada en la producción de NO endotelial, lo cual podría contribuir a una 
menor compliance arterial y a la disfunción endotelial. (Tomat A y col, 2010).  Muchas de 
las alteraciones renales y vasculares inducidas en los animales adultos por la deficiencia de 
zinc durante la preñez y la lactancia no pudieron ser prevenidas al restituir el adecuado 
aporte de zinc en la dieta luego del destete (Tomat AL y col, 2008).   
En otros modelos de programación fetal de hipertensión arterial se han reportado 
también alteraciones estructurales y funcionales en el tejido cardíaco. Un estudio demostró 
que las ratas expuestas a glucocorticoides durante la vida neonatal, presentan corazones 
más pequeños con cardiomiocitos de mayor tamaño en etapas tempranas del desarrollo, 
así como un menor número de miocitos en la vida adulta (Bal MP y col, 2009). Por otra 
parte, la deficiencia de vitamina D durante el crecimiento postnatal induce un aumento de 
los niveles de presión arterial y cambios en la expresión de genes involucrados en la 
regulación del estrés oxidativo y la hipertrofia miocárdica en machos (Argacha JF y col, 
2011). Otro estudio demostró que las ratas macho con retraso de crecimiento intrauterino 
y postnatal presentan menor número de cardiomiocitos en etapas tempranas del desarrollo 
y elevación de la presión arterial sin hipertrofia cardíaca a los 6 meses de edad. Estos 
resultados contradictorios indican que la programación de hipertensión y alteraciones 
funcionales cardíacas depende del tipo, la duración y el grado de injuria, así como del 
período de vida en el cual ocurre (embarazo, vida fetal, lactancia, niñez y/o adultez). 
El presente trabajo también demuestra que las crías macho y hembra se adaptan 
de manera diferente ante una injuria durante el desarrollo, exhibiéndose en las hembras un 
estado de protección cardiovascular. Esta respuesta diferencial dependiente del sexo es 
consistente con estudios previos. Así, por ejemplo, se ha descripto que la hipoxia, o un bajo 
aporte de proteínas, durante la vida prenatal induce un retraso de crecimiento intrauterino 
en las ratas macho, que se asocia con un remodelado cardíaco y una recuperación alterada 
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luego de periodos de isquemia-reperfusión en la adultez. Sin embargo, no se observaron 
estas alteraciones cardíacas en las hembras expuestas a dichas injurias (Hauton D, 2012). 
Además, se ha demostrado que la hipoxia crónica durante el desarrollo intrauterino 
temprano, induce un aumento del volumen de fin de diástole tanto en ratas macho como 
en hembras. Sin embargo, las hembras presentaban una mayor contractilidad y un 
aumento del flujo coronario, mientras que en los machos no observó dicha compensación 
(Xu Y col, 2006; Ryan KJ y col, 2012).  
Considerando que las principales diferencias de sexo en la presión arterial y en la 
estructura cardíaca, fueron encontradas luego del destete y en la adultez, es que 
postulamos que las hormonas sexuales estarían influyendo diferencialmente en el 
desarrollo de las alteraciones cardíacas inducidas por esta injuria nutricional. Se sabe que 
las hormonas sexuales están implicadas en el desarrollo y la progresión de las 
enfermedades programadas in útero, tanto en machos como en hembras. Se ha 
demostrado que la testosterona es un factor clave en la programación de hipertensión en 
crías macho con retraso de crecimiento intrauterino, mientras que al estradiol se le ha dado 
un rol protector contra el desarrollo de hipertensión en crías hembra con retraso de 
crecimiento intrauterino. Además, las diferencias de sexo innatas, los cambios epigenéticos, 
alteraciones en la expresión de genes asociados a los cromosomas sexuales y en la actividad 
de los sistemas neuro-humorales modulados por las hormonas sexuales, podrían explicar 
las diferencias encontradas en nuestro modelo experimental (Ojeda NB y col, 2007; Nuyt 
AM y Alexander BT, 2009). Respecto a eso, se ha demostrado que los estrógenos modulan 
la expresión y actividad de diferentes componentes del sistema renina-angiotensina-
aldosterona y de los sistemas anti-oxidantes, así como tienen efectos beneficiosos sobre la 
homeostasis cardiovascular a través de su acción en el riñón, el corazón, la vasculatura y el 
sistema nervioso central (Sandberg K y Ji H, 2012; Reverte V y col, 2013). Por lo tanto, se 
requieren nuevos estudios para evaluar la implicancia de las hormonas sexuales en este 
modelo experimental, así como los efectos de la deficiencia de zinc sobre los niveles de 
estas hormonas. A su vez, las diferencias de sexo observadas en las alteraciones cardíacas 
inducidas por la deficiencia de zinc, podrían estar mediadas por cambios en el estado 
oxidativo, en los procesos inflamatorios y apoptóticos, en el sistema del NO y en los 
factores de crecimiento. Es por ello que, en una segunda instancia de nuestro trabajo, nos 
planteamos evaluar estos sistemas.  
En resumen, en el presente trabajo de Tesis Doctoral se han obtenido hallazgos 
importantes acerca de los efectos de la deficiencia de zinc, durante diferentes períodos de 
la vida, sobre la función y morfología cardíaca de ratas machos y hembras adultas. Las 
consecuencias del desbalance de este micronutriente durante el desarrollo inducirían 
respuestas adaptativas en los cardiomiocitos en etapas tempranas de la vida, que se 
manifestarían luego en la adultez. En las crías macho, esta injuria nutricional durante la vida 
prenatal y postnatal induce una disminución en el crecimiento corporal y el desarrollo 
cardíaco, que se refleja en el tamaño de los cardiomiocitos y en los espesores del ventrículo 
izquierdo, así como en una menor contractilidad de ventrículo izquierdo. Estas alteraciones 
morfológicas y funcionales no permitirían al corazón compensar los mayores niveles de 
presión arterial que evidencian estos animales en la vida adulta. A su vez, los machos 
deficientes presentan un remodelado hipertrófico de las arterias coronarias, posiblemente 
asociado a la elevación crónica de la presión arterial.   
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Por otro lado, las hembras serían menos sensibles a esta deficiencia, ya que, si bien 
la restricción dietaria de zinc induce una disminución de los pesos corporales y cardíacos, 
así como una disminución del tamaños de sus miocitos, estos cambios morfológicos no se 
asociaron con alteraciones significativas de la función ventricular, así como tampoco se 
observaron modificaciones de la presión arterial.  
 
La restitución del adecuado aporte de zinc en la dieta luego del destete logra 
prevenir  algunos de los efectos deletéreos cardíacos que conlleva la deficiencia de este 
micronutriente durante toda la vida. Sin embargo, estos efectos beneficiosos no se 
evidencian en los niveles de presión arterial. Estos resultados son consistentes con la 
hipótesis de programación fetal (Barker DJ, 1996) y refuerzan la importancia de un óptimo 

























Como se ha descripto previamente, el zinc es un micronutriente esencial para el 
funcionamiento celular, ya que puede actuar como una molécula de señalización 
intracelular y está involucrado en un amplio rango de respuestas fisiológicas que incluye la 
función inmune, el desarrollo celular, la apoptosis y el estrés oxidativo (Lee SR y col, 2010; 
Little P y col, 2010). Además, este micronutriente es relevante para muchos sistemas 
involucrados en la regulación del sistema cardiovascular, como el sistema del NO (Little P y 
col, 2010; Tuncay E y col, 2011).   
Es por esto que, continuando con la hipótesis inicial, nos planteamos evaluar si las 
alteraciones observadas en el corazón de los animales expuestos a la deficiencia moderada 
de zinc durante diferentes períodos de la vida involucran cambios en la actividad del 
sistema del NO y del estado oxidativo, así como en los procesos apoptóticos, fibróticos, 
inflamatorios y en el manejo del calcio citosólico. Por otra parte, se planteó si existían 
diferencias de sexo en estos sistemas y procesos.   
Los resultados del presente protocolo experimental demuestran que la deficiencia 
moderada de zinc, durante períodos críticos del desarrollo prenatal y postnatal, inducen un 
menor  crecimiento cardíaco, evidenciado por menores pesos y/o espesores ventriculares y 
tamaño de los miocitos. Además, el adecuado aporte de zinc luego del destete sólo mejora 
algunos de los parámetros estructurales cardíacos determinados. Teniendo en cuenta estos 
resultados, nos propusimos evaluar la expresión proteica del factor de crecimiento TGF-β1, 
factor involucrado tanto en el crecimiento cardíaco, como en el desarrollo de la 
fisiopatología de las enfermedades cardiovasculares. Durante etapas tempranas de la vida, 
el TGF-β1 está involucrado en el crecimiento, la migración, la adhesión, la supervivencia, la 
proliferación y la diferenciación celular, así como en la formación de la matriz extracelular 
(Engelmann GL y col, 1992; Dabek J y col, 2006; Mercado-Pimentel ME y Runyan RB,  2007). 
Mientras que en la vida adulta, este factor participa en procesos que conducen al 
remodelado hipertrófico cardíaco que acompaña a las enfermedades cardiovasculares, ya 
que está implicado en la proliferación y la migración de los fibroblastos residentes, la 
diferenciación de estos últimos en miofibroblastos y la síntesis de proteínas de la matriz 
extracelular, como colágeno tipo I y fibronectina. La acumulación de matriz extracelular se 
ve reforzada por los efectos inhibidores del TGF-β sobre la expresión de metaloproteasas 
de la matriz extracelular (Ruiz-Ortega M y col 2007, Weichun He y Chunsun D 2015). 
En nuestro modelo experimental, las crías machos y hembras expuestas a la 
restricción dietaria de zinc durante todo el periodo experimental (Bbm y Bbh) presentan 
una menor expresión proteica del TGF-β1, mientras que la restitución del adecuado aporte 
de este nutriente con una dieta control luego del destete logra normalizar los niveles 
proteicos en ambos sexos. Teniendo en cuenta estos resultados, podríamos sugerir que la 
menor expresión de este factor podría contribuir a un menor desarrollo y crecimiento del 
tejido cardíaco en estos animales.  Más aún, podríamos inferir que las alteraciones en la 
expresión de este factor de crecimiento podrían estar presentes desde etapas tempranas 
del desarrollo cardíaco, determinando cambios estructurales que no podrían revertirse con 
un aporte de zinc adecuado luego del destete.  
 
Por otra parte, la apoptosis es un mecanismo de muerte celular, activo y controlado 
genéticamente, que también juega un rol importante en el crecimiento, así como en el 
mantenimiento de la homeostasis de órganos y tejidos. Además, actualmente se ha puesto 
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la mira en los procesos inflamatorios como contribuyentes en la fisiopatología de 
enfermedades cardiovasculares, como la hipertensión arterial.  
En este trabajo de tesis se ha demostrado que la deficiencia de zinc durante la vida 
prenatal y postnatal induce un aumento en el número de células apoptóticas y en los 
niveles de citoquinas pro-inflamatorias cardíacas, la IL-6 y el TNF-α. Estos efectos de la 
deficiencia de zinc podrían, también, contribuir a un inadecuado desarrollo cardíaco de las 
crías machos y hembras. Por otra parte, nuestros resultados muestran que la restitución 
post-destete del adecuado aporte de zinc, logra revertir, a valores controles, los parámetros 
apoptóticos e inflamatorios. En estudios previos, hemos observado que las crías machos y 
hembras expuestas a la deficiencia de zinc presentaron un aumento del número de células 
apoptóticas del tejido cardíaco en etapas tempranas del desarrollo  (6 días de vida) (Tomat 
AL y col, 2013). Dado que durante la primera semana de vida, la regulación de los procesos 
apoptóticos y proliferativos es esencial para el desarrollo adecuado del corazón, el aumento 
de la apoptosis en etapas tempranas de la vida podría programar alteraciones morfológicas 
de manera permanente, que no podrían revertirse con un adecuado aporte de zinc luego 
del destete. En este sentido, otros autores han reportado que la deficiencia de zinc materna 
se asocia a una excesiva muerte de células embriogénicas, especialmente en regiones y 
tejidos poblados por células de la cresta neural, esenciales para una morfogénesis normal 
del corazón (Lopez V y col, 2008).   
Como hemos mencionado previamente, diversos estudios han demostrado que el 
zinc puede inhibir la co-activación de ambas vías apoptóticas en los miocitos, ya que 
modula importantes reguladores de este proceso y posee propiedades anti-infamatorias y 
anti-oxidantes. Ha sido también demostrado que la acción anti-inflamatoria del zinc estaría 
mediada por la inhibición del factor de transcripción NF-κB, determinando una menor 
transcripción de citoquinas pro-inflamatorias y de moléculas de adhesión (Prasad AS, 2014). 
En este sentido, otros estudios demostraron que una disminución en la concentración de 
zinc plasmático se correlacionaba con un aumento en los niveles de IL-6, IL-8 y TNF-α 
circulantes (Foster M y Samman S, 2012).  
Por otra parte, los resultados obtenidos en el grupo Bc son consistentes con 
estudios in vitro que demuestran que los efectos anti-apoptóticos del zinc serían de rápida 
acción. En un estudio realizado en cultivos celulares se demostró que la utilización de 
quelantes de zinc en el medio de cultivo inducía la apoptosis celular. Además, la posterior 
adición de zinc en este medio de cultivo revertía rápidamente la apoptosis (Shankar AH y  
Prasad AS, 1998). También, otros estudios demostraron que si bien la deficiencia de zinc 
puede conducir el desarrollo de procesos inflamatorios al estimular la producción de IL-1β, 
la suplementación con este micronutriente tendría efectos beneficiosos sobre este proceso 
(Prasad AS, 2014).  
A su vez, hemos encontrado diferencias de sexo en los efectos de la deficiencia de 
este micronutriente sobre los procesos apoptóticos y la expresión del TGF-β1. El grupo Bbh 
pareciera estar menos afectado por esta deficiencia, ya que presentó un menor número de 
células apoptóticas y una disminución menor en la expresión del TGF-β1 en el ventrículo 
izquierdo, respecto al grupo Bbm. Estas diferencias podrían explicar, al menos en parte, la 
menor afección del tejido cardíaco en las hembras deficientes.  
De acuerdo con nuestros resultados, otros estudios han encontrado diferencias de 
sexo similares. Por ejemplo, en un modelo de isquemia/reperfusión se encontró que los 
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machos presentaban mayor tasa apoptótica que las hembras y, que esto se asociaba a un 
aumento en los receptores androgénicos y en la producción de ERO en machos (Le TY y col, 
2014). Diversos estudios han atribuido esta diferencia a la protección estrogénica de las 
hembras, ya que estudios experimentales observaron que concentraciones fisiológicas del 
17β-estradiol inhiben la apoptosis inducida por el estrés oxidativo en el miocito cardíaco, al 
inhibir la activación de la caspasa-3 (Pelzer T y col 2000). Por otra parte, se ha descripto que 
la expresión y la actividad de determinados factores de crecimiento, como el TGF-β, 
depende del sexo y de la presencia de hormonas esteroideas (Metcalfe PD y  Meldrum KK, 
2006). Así por ejemplo, se ha demostrado que el TGF-β aumenta la actividad promotora del 
IGF-1 y que los andrógenos suprimen la activación del promotor de IGF-1 inducido por TGF-
β (McCarthy TL y Centrella M, 2015). Teniendo en cuentas toda esta información, sería 
interesante investigar cuales son los mecanismos involucrados en las diferencias de sexo 
encontradas en el presente modelo de programación fetal. 
 
Como se ha descripto anteriormente, muchas enfermedades cardíacas se asocian a 
procesos inflamatorios y apoptóticos. A su vez, los procesos inflamatorios están altamente 
relacionados con el estrés oxidativo, ya que uno puede inducir al otro (Touyz RM, 2005; 
Ishibashi T, 2013) y ambos procesos son causantes de daño y muerte celular (Ng CY y col, 
2012). Numerosos trabajos realizados en cultivos celulares, en modelos animales y en 
humanos demostraron que el zinc presenta propiedades antioxidantes y estabilizante de 
membranas al inducir la síntesis de metalotioneínas, proteger a los grupos sulfhidrilos de 
las proteínas y del glutatión de la oxidación, interactuar con sitios de membrana que 
podrían ser ocupados por otros metales (Cu, Fe) que catalizan la producción de radicales 
libres, ser un componente esencial de la Cu-Zn SOD intracelular y extracelular, inhibir a las 
NADPH oxidasas y disminuir la expresión y producción de citoquinas inflamatorias (Prasad 
AS y col, 2010; Little PJ y col, 2010). 
Además, es sabido que el corazón es capaz de producir y eliminar grandes 
cantidades de ERO, ya que es un tejido con altos requerimientos energéticos. Esta 
característica determina que posea una capacidad anti-oxidante bien desarrollada (Zhang Y 
y col, 2012). Los resultados de este estudio demuestran que la deficiencia de zinc durante 
diferentes periodos de la vida incrementa la actividad de los sistemas anti-oxidantes. Así, en 
los grupos Bbm y Bcm se observan mayores niveles de GPx en el VI, lo que contribuiría a 
disminuir las concentraciones del peróxido de hidrogeno producido en este tejido. Por otra 
parte, también se observa un incremento de la actividad de la SOD en el VI de las ratas 
Bcm, que permitiría disminuir los niveles de anión superóxido producido. Nuestros 
resultados nos llevan a hipotetizar que la deficiencia de zinc durante diferentes periodos de 
la vida en las crías macho induciría una alteración en el estado oxidativo cardíaco que 
podría ser compensado por la activación de sus defensas anti-oxidantes. De esta manera, se 
lograría mantener los niveles de lipo-peroxidación en este tejido. Mientras, que en las 
hembras esta injuria nutricional no induce cambios en la actividad de los sistemas anti-
oxidantes estudiados, así como tampoco en la peroxidación lipídica. 
Estos resultados no fueron los esperados, teniendo en cuenta la activación de los 
procesos inflamatorios y apoptóticos observada en las crías machos y hembras expuestas a 
la restricción dietaria durante todo el periodo experimental. Sin embargo, la distribución 
del zinc y la capacidad anti-oxidante varían mucho según el tejido/órgano. Es por ello que el 
impacto de la deficiencia de este micronutriente sobre el estado oxidativo es dependiente 
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del tejido. Respecto a esto, si bien en el corazón no hemos encontrado un aumento 
significativo del estrés oxidativo, en estudios previos hemos demostrado que la deficiencia 
de zinc durante el crecimiento pre y postnatal induce un aumento en la peroxidación 
lipídica y una disminución en la actividad de las enzimas anti-oxidantes y en los niveles de 
glutatión en el tejido renal (Tomat AL y col, 2008).  
Por otra parte, los efectos de la deficiencia de zinc sobre la actividad de las enzimas 
anti-oxidantes son controversiales. Algunos autores observaron una disminución en la 
actividad de la SOD y sugieren que esto podría deberse a un efecto inhibidor de los 
radicales libres sobre la actividad de la enzima o, a un cambio conformacional que sufre la 
misma al perder el zinc de su estructura (Taylor CG y col, 1988; Cao GH y Chen JD, 1991; 
Shaheen A y col, 1994; Olin KL, y col, 1995). Por el contrario, otros autores encontraron que 
no hubo cambios en la actividad de la Cu-Zn SOD en los glóbulos rojos, riñón e hígado de 
ratas deficientes (Bettger WJ y col, 1978; Dreosti IE & Record IR, 1979; Tomat AL, 2008). Por 
otra parte, Oteiza y col encontraron un aumento compensador de la actividad de la Cu-Zn 
SOD y de la Mn SOD en los testículos de las ratas deficientes en zinc (Oteiza PL y col, 1996). 
Mientras tanto, Virgili y col observaron un aumento en la actividad de la SOD intestinal que 
no se debió a cambios en la regulación transcripcional o post-transcripcional de esta enzima 
(Virgili F y col, 1999). Estos resultados no son sorprendentes considerando que, si bien el 
zinc es un constituyente estructural de la enzima, el sitio activo de la misma no es 
específico para este catión y puede ser reemplazado por otros metales. Durante su 
deficiencia severa pueden ocurrir cambios significativos en el metabolismo y la 
redistribución del zinc endógeno. En estas condiciones, la SOD podría ser un recipiente 
favorable de este metal proveído por proteínas que unen zinc o que lo contienen. Además, 
la deficiencia de zinc puede estar asociada con una mayor absorción y biodisponibilidad de 
cobre, lo cual puede llevar a estimular la actividad de la Cu-Zn SOD (Harris ED, 1992). Por lo 
tanto, se requieren estudios adicionales para conocer los mecanismos por los cuales el 
déficit de zinc induce un incremento y/o disminución en la actividad de las mismas. 
Estudios previos han observado también una disminución en la actividad de la GPx 
y/o en la actividad de la catalasa en diferentes tejidos y en sangre, lo cual puede contribuir 
a generar un mayor daño oxidativo de los lípidos, proteínas y ADN, al generar un 
desbalance entre la síntesis del peróxido de hidrógeno y su degradación (Jing MY y col, 
2007). Sin embargo, no se saben hasta el momento los mecanismos por los cuales el zinc 
modificaría la actividad y expresión de estas enzimas. 
Por otra parte, en este trabajo hemos observado que los sistemas anti-oxidantes en 
el VI presentan diferencias de sexo. Por un lado, las hembras controles presentan mayor 
actividad de la SOD, CAT y GPx en el ventrículo izquierdo que los machos controles. Esto 
determinaría un estado de protección en las hembras expuestas a la deficiencia de zinc, 
permitiéndoles neutralizar mejor un  posible exceso en la producción de ERO. La mayor 
capacidad anti-oxidante del tejido cardíaco en las hembras podría asociarse a las acciones 
de los estrógenos, ya que otros autores han demostrado que el 17β-estradiol aumenta la 
expresión y actividad de SOD de una forma dependiente de la dosis y del tiempo (Strehlow 
K y col, 2003). A su vez, otros estudios han reportado resultados similares en un modelo de 
programación fetal inducido por restricción proteica. Las crías macho, provenientes de 
madres alimentadas con una dieta baja en proteínas, presentaban un aumento en la 
actividad de glutatión peroxidasa hepática, mientras que estos cambios no se observaron 
en las hembras (Langley-Evans SC y Sculley DV, 2005).  
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El NO juega un rol integral en el sistema cardiovascular, no sólo en la regulación del 
tono del músculo liso vascular, sino también en la función de los canales iónicos, la 
contracción de los miocitos, el consumo de oxígeno, la apoptosis y el remodelado cardíaco 
(Massion PB y col, 2003; Davidson SM y Duchen MR, 2006). Como se observó previamente 
en el tejido renal y vascular, los resultados del presente estudio muestran que el bajo 
aporte de zinc durante la vida fetal y postnatal temprana induce una disminución en la 
actividad del sistema del NO cardíaco que persiste en la vida adulta de las crías machos y 
hembras, aún cuando el contenido de zinc es restablecido por el aporte adecuado de este 
mineral luego del destete. Esto fue demostrado al observar que la actividad de la NOS en 
los tejidos estudiados de los animales Bcm y Bch fue semejante al del grupo Bbm y Bbh, 
respectivamente.  
La disminución en la actividad de la NOS en el ventrículo izquierdo de los grupos Bb 
y Bc de ambos sexos,  se debería principalmente a una menor actividad de la isoforma 
endotelial. Esta isoforma se expresa constitutivamente en las células endoteliales y en los 
miocitos del VI. Debido a que esta isoforma es más abundante en el endotelio que en los 
miocitos, se propone que la señalización fisiológica de la eNOS in vivo tiene funciones 
parácrinas. El NO, luego de ser sintetizado por las células endoteliales, puede difundir y 
modificar la biología de las células vecinas, como lo son los cardiomiocitos (Rastaldo R y col, 
2003). Dado que la medición del sistema del NO se realizó en tejido ventricular y no en 
miocitos aislados, no es posible determinar la fuente de NO que está disminuida en nuestro 
estudio. 
La eNOS tiene un rol importante en el mantenimiento de la función cardíaca. 
Estudios tanto in vivo como in vitro, que evalúan la implicancia del NO en la función 
cardíaca, muestran efectos controversiales que dependerían de la dosis, la especie en que 
se realizan los experimentos, la isoforma de NOS involucrada, la edad de los animales 
experimentales y el estado contráctil del miocardio al momento del experimento (Rastaldo 
R y col, 2007).  Sin embargo, diversos estudios han evidenciado que la producción basal de 
NO, proveniente de la eNOS y nNOS, estimula la contractilidad cardíaca al inducir un efecto 
inotrópico positivo y, además, se demostró que el NO aumenta la eficiencia en el consumo 
de oxígeno del miocardio y posee efectos cronotrópicos y lusitrópicos positivos (Massion PB 
y col, 2003; Rastaldo R y col, 2007). Teniendo en cuenta estos antecedente, proponemos 
que la disminución en el sistema del NO podría, en parte, contribuir a la menor fracción de 
acortamiento y eyección observada en Bbm. Sin embargo, este no sería el principal 
mecanismo, ya que cambios similares en el sistema del NO se observaron en el grupo Bcm, 
así como en las hembras deficientes.  
La disminución en la actividad de la NOS en el tejido cardíaco podría estar 
relacionada con una menor disponibilidad de zinc para la formación adecuada del cluster de 
zinc-tiolato, que es clave para mantener la estabilidad de su interfase dimérica y su 
actividad catalítica. Se ha descrito que este cluster de zinc llevaría a cabo estas funciones al 
favorecer la formación de ocho puentes de hidrógeno entre los dominios oxigenasa, 
proteger la integridad estructural del sitio de unión dela tetrahidrobiopterina y, 
posiblemente, proveer una adecuada superficie para el funcionamiento del dominio 
reductasa (Li H y col, 1999; Hemmens B y col, 2000; Alderton WK y col, 2001; Zou MH y col, 




Además, estudios previos han demostrado que el ambiente redox en el sitio de 
producción del NO, determina la biodisponibilidad de este gas radical, así como la actividad 
de la NOS. El aumento de las especies reactivas del oxígeno, como el anión superóxido, 
acelera la trasformación del NO en peroxinitritos, lo cual no permite al NO llevar a cabo sus 
funciones vasculares y cardíacas (Rafikov R y col, 2011). Consecuentemente, el aumento de 
especies oxidantes, como los peroxinitritos, pueden también producir el desacople de la 
NOS al inducir la liberación del zinc de su interfase dimérica y la formación de puentes 
disulfuro entre los residuos de cisteínas de un mismo monómero de la NOS. De este modo, 
la NOS podría catalizar la síntesis del radical superóxido en vez de NO (Alderton WK y col, 
2001; Zou MH y col, 2002; Kone BC, 2004). Sin embargo, en nuestro modelo experimental, 
estos nos serían los principales mecanismos involucrados en la disminución de la actividad 
del sistema del NO, dado que encontramos un estado oxidativo compensado en el VI de los 
animales deficientes. La activación de los sistemas anti-oxidantes prevendría un aumento 
de las especies reactivas del oxígeno, así como una menor biodisponibilidad de NO en el 
tejido cardíaco de los animales expuestos a la deficiencia moderada de zinc.  
Respecto a la eNOS cardíaca, no encontramos alteraciones en la expresión proteica 
ni en el ARNm de esta isoforma en el VI de las ratas machos expuestas durante todo el 
periodo experimental a la deficiencia de zinc. Sin embargo, en estos animales se observa 
una menor activación de eNOS a través de su fosforilación en el residuo Ser1177, que 
podría contribuir a disminuir la producción de NO en el ventrículo izquierdo. Además, la 
restitución del adecuado aporte de este nutriente luego del destete no logra normalizar la 
actividad de la NOS en las ratas machos expuestas a la deficiencia de zinc durante la vida 
fetal y la lactancia, incluso cuando la  expresión proteica y del ARNm de la eNOS y los 
niveles de fosforilación en Ser1177 de la eNOS son similares a los hallados en los animales 
controles. Por lo tanto, es probable que alteraciones en la homeostasis del zinc, durante 
períodos del desarrollo, que resultan en variaciones permanentes del zinc lábil celular, 
puedan afectar otros mecanismos que regulan la actividad de esta enzima en el corazón. 
Entre ellos podrían encontrarse alteraciones en la estructura de la enzima, en la síntesis y/o 
transporte de sustratos y co-factores, en factores humorales y nerviosos, en otras 
reacciones de fosforilación y desfosforilación y en las interacciones proteína-proteína 
(Förstermann U y Sessa WC, 2012).  
Más aún, los resultados de este trabajo y de estudios realizados en humanos y 
animales demuestran diferencias de sexo en el sistema del NO. En nuestro modelo 
experimental, las ratas hembras controles presentan una mayor actividad del sistema del 
NO que los machos controles, ya que exhiben mayor actividad de la NOS y expresión 
proteica de eNOS en el ventrículo izquierdo. Además, la deficiencia de zinc induce en las 
ratas Bbh y Bch una menor disminución en la actividad de NOS comparado con los machos. 
Esto podría deberse, al menos en parte, al aumento compensatorio en los niveles de 
fosforilación en Ser1177 de eNOS, que resultó ser más evidente en el grupo Bch donde la 
expresión proteica de eNOS está disminuida. Al igual que en los machos, estas alteraciones 
en el sistema del NO, no estuvieron asociadas a cambios transcripcionales de la eNOS.  
Trabajos realizados en humanos, también han demostrado mayores niveles de NO 
en las mujeres que en los hombres (Forte P y col, 1998; Glushkovskaya-Semyachkina OV y 
col, 2006; Sullivan JC y col, 2010). Además, otros estudios han demostrado que el 
tratamiento con 17β-estradiol aumenta la actividad de la eNOS en forma dosis dependiente 
en corazones de cobayos (Nuedling S y col, 1999). Los estrógenos no sólo estimulan la 
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producción de NO sino que también disminuyen su inactivación por los radicales libres de 
oxígeno al estimular los sistemas anti-oxidantes (Brosnihan KB y col, 1994; Huang A y col, 
1998; Mendelsohn ME y Karas RH, 1999).   
Por lo tanto, podríamos sugerir que los cambios más leves observados en la 
estructura y en la función cardíaca de las ratas hembras podrían relacionarse, en parte, con  
menores efectos de esta deficiencia sobre el sistema del NO, los procesos inflamatorios y 
apoptóticos y la expresión de factores de crecimiento en este tejido. Sin embargo, aún nos 
preguntamos cuales serían los mecanismos involucrados en estas diferencias.  
 
Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ecocardiogramas, 
que muestran una menor contractilidad del VI en los machos deficientes, nos interesó 
evaluar que ocurre con el manejo del Ca2+ en los miocitos aislados de estos animales. El 
manejo de calcio se define como el conjunto de procesos que participan en la dinámica del 
flujo de calcio intracelular y sus características determinan el estado inotrópico del músculo 
cardíaco. Específicamente, en este estudio se evaluó el aumento de Ca2+ citosólico que 
ocurre durante la sístole, también denominado “transitorio de Ca2+”. 
La capacidad de acortarse de los cardiomiocitos depende de la interacción entre las 
proteínas actina y miosina, que forman parte del aparato contráctil de los sarcómeros. La 
unión del Ca2+ a la troponina C es un factor clave para la interacción actina- miosina y el 
mismo depende del aumento en la concentración de Ca2+ citosólico (Bers DM, 2002). Los 
iones Ca2+ regulan también el acoplamiento excito-contráctil en forma indirecta. Esto se 
debe a la existencia de proteínas sensibles a los niveles intracelulares de calcio, que son 
capaces de regular la función de proteínas involucradas en el manejo del calcio y ejercer lo 
la sintonía fina del aparato excito-contráctil (Maier LS y Bers DM, 2002). 
Trabajos previos han descripto que el zinc también actuaría como un modulador 
del acoplamiento excito-contráctil, ya que se ha demostrado la existencia de transitorios de 
zinc con cinética similar a los de Ca2+ durante la contracción (Tuncay E y col, 2011). También 
se ha demostrado que las concentraciones intra y extracelulares de zinc modifican los 
movimientos de calcio a través de los canales de calcio tipo L. Por ejemplo, se ha reportado 
que bajas concentraciones de zinc (nM) podrían evitar el ingreso de Ca2+ al interior celular, 
al inhibir la apertura de los canales de calcio tipo L, suprimiéndose la liberación de Ca2+ del 
RSP inducida por Ca2+, esencial para el desencadenamiento de la contracción celular de 
corazón (Alvarez-Collazo J y col, 2012; Yi T y col, 2013). Sin embargo, hasta el momento,  
son escasos los trabajos que evalúan las implicancias de la deficiencia de zinc en los 
mecanismos que regulan la función contráctil en los miocitos. 
Los resultados del presente estudio demuestran que la deficiencia de zinc induciría 
cambios en el manejo de calcio citosólico, ya que observamos que los animales Bbm y Bcm 
presentan una reducción en la amplitud de transitorios de calcio de los miocitos aislados 
luego de ser estimulados eléctricamente. En los animales Bbm, esta menor disponibilidad 
del calcio citosólico se encuentra asociada a un menor acortamiento celular. Sin embargo, 
la restitución del contenido adecuado de zinc en la dieta luego del destete, determina un 
acortamiento celular similar al control, aunque el transitorio de calcio se encuentre 
disminuido. Estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos mediante los 
ecocardiogramas en los cuales los grupos Bbm presentan menores fracciones de 
acortamiento y eyección que Ccm y Bcm. Si bien se requieren nuevos estudios para 
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dilucidar los posibles mecanismos adaptativos que estarían determinando esta menor 
afección sobre la contractilidad en el grupo Bcm, proponemos como hipótesis que los 
mismos estarían relacionados con diferencias en la sensibilidad de las proteínas contráctiles 
al calcio.   
 
En resumen, los resultados de este protocolo demuestran que la deficiencia 
moderada de zinc, durante periodos críticos del desarrollo prenatal y postnatal, induce 
alteraciones sobre los procesos biológicos dependientes de zinc, tales como la expresión de 
factores de crecimiento, la apoptosis, la inflamación, la actividad de sistemas anti-
oxidantes, el sistema del NO y el manejo de calcio intracelular que contribuyen al desarrollo 
de los cambios a largo plazo, observados en la estructura y función cardíaca.  
Por otro lado, como en muchos otros modelos de programación fetal, los grupos 
deficientes en zinc presentan diferencias de sexo. Esta injuria nutricional, induce mayor 
daño cardíaco en machos que en hembras, al evidenciarse una mayor activación de los 
procesos apoptóticos y de la capacidad anti-oxidante, así como efectos más marcados en la 
expresión del TGF-1 y  la actividad del sistema del NO en el ventrículo izquierdo de las 
ratas machos.  
En el presente estudio, el adecuado aporte de zinc durante el crecimiento posterior 
al destete logra prevenir algunos de los efectos deletéreos inducidos por la deficiencia de 
este micronutriente durante toda la vida sobre los mecanismos estudiados en el tejido 
cardíaco. Lo cual podría contribuir, en parte, a mantener de la función contráctil en los 
machos.  
Los resultados de este trabajo de tesis fortalecen la importancia de optimizar la 
dieta, no sólo durante el desarrollo prenatal, para prevenir la programación de 
enfermedades cardiovasculares, sino también durante la vida postnatal, para revertir o 
disminuir las consecuencias cardiovasculares de la deficiencia de este micronutriente 
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El presente trabajo de Tesis Doctoral muestra, por primera vez, la influencia de la 
deficiencia moderada en zinc durante la vida fetal y el crecimiento postnatal sobre la 
estructura y función cardíaca en la vida adulta. A su vez, otra característica innovadora de 
esta Tesis, es el estudio de las diferencias de sexo en los efectos de esta deficiencia sobre la 
presión arterial, el crecimiento y la estructura y función cardíaca. 
En el tejido cardíaco, esta deficiencia induciría respuestas adaptativas en los 
cardiomiocitos en etapas tempranas de la vida, que se manifestarían luego en la adultez. En 
esta Tesis Doctoral se ha demostrado que esta injuria nutricional durante la vida fetal y 
postnatal en las crías macho, induce un retraso del crecimiento corporal y del desarrollo 
cardíaco, que se refleja en el tamaño de los cardiomiocitos y en los espesores del ventrículo 
izquierdo. Consecuentemente, estos animales presentan indicadores de contractilidad 
ventricular disminuidos. Estas alteraciones no le permitirían al corazón compensar los 
mayores niveles de presión arterial que evidencian estos animales en la vida adulta. A la 
par, se ha demostrado que los machos deficientes presentan un remodelado hipertrófico 
de las arterias coronarias, posiblemente asociado a la elevación crónica de la presión 
arterial.  
Estos cambios estructurales y funcionales estuvieron acompañados de alteraciones 
en diversos procesos biológicos dependientes del zinc. Demostramos que la deficiencia de 
este micronutriente durante la vida fetal y postnatal determina una menor expresión del 
factor de crecimiento TGF1 y de la actividad del sistema del NO, así como de un aumento 
en los procesos apoptóticos, en la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y en la 
actividad de sistemas anti-oxidantes. Además, se observó en  los miocitos aislados del 
ventrículo izquierdo de estos animales, que existiría una reducción en la disponibilidad de 
calcio citosólico que contribuiría a un menor acortamiento celular. Las modificaciones en 
estos procesos podrían estar contribuyendo al desarrollo de los cambios observados, a 
largo plazo, en la estructura y función cardíaca.  
 
Por otra parte, el ambiente nutricional postnatal puede modificar la vulnerabilidad 
de los individuos a que desarrollen enfermedades cardiovasculares en la vida adulta. Se ha 
propuesto que las consecuencias de una injuria nutricional durante la vida fetal podrían ser 
aún más perjudiciales en aquellos individuos que se enfrentan durante la vida postnatal a 
ambientes con aportes nutricionales más abundantes, los cuales requieren una mayor 
capacidad funcional y metabólica que la que recibieron en la vida prenatal (Bateson P y col, 
2004; McMillen JC, Robinson JS, 2005). Sin embargo, otros trabajos han mostrado que 
algunos de los efectos de la programación fetal son reversibles luego del nacimiento (de 
Boo HA y Harding JE, 2006).  
Por lo tanto, en este trabajo de Tesis también se muestra que la restitución del 
adecuado aporte de zinc en la dieta luego del destete logra prevenir algunos de los efectos 
deletéreos cardíacos que conlleva la deficiencia de este micronutriente durante toda la 
vida, como el tamaño de los miocitos, la apoptosis, la inflamación y la expresión del factor 
de crecimiento TGF-β1. Los mismos podrían contribuir, al menos en parte, a mantener la 
función contráctil en este grupo. Sin embargo, estos efectos beneficiosos no se evidencian 
en los niveles de la presión arterial. Estos resultados son consistentes con la hipótesis de 
programación fetal (Barker DJ, 1996) y refuerzan la importancia de un óptimo cuidado 
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prenatal y postnatal para mejorar el manejo y la prevención de las enfermedades 
cardiovasculares.  
Por otra parte, estos resultados sugieren que el corazón no sería el principal 
responsable del aumento de la presión arterial observado en estos animales. Sin embargo, 
en estudios previos demostramos que las alteraciones en otros órganos, como el riñón y los 
vasos sanguíneos, contribuirían al aumento de presión arterial en las crías machos 
expuestas a este injuria nutricional durante toda la vida o solamente en la vida prenatal y la 
lactancia (Tomat AL y col, 2008; 2010).  
Resultan muy interesantes los hallazgos de este estudio en las ratas hembras 
expuestas a la restricción dietaria de zinc. Hemos demostrado que las hembras serían 
menos sensibles a esta deficiencia ya que no presentan alteraciones significativas de la 
función ventricular, así como tampoco un aumento en los valores de la presión arterial. Sin 
embargo, esta injuria nutricional induce, al igual que en los machos, un retraso del 
crecimiento corporal y cardíaco, acompañado de un aumento en la apoptosis y la 
inflamación, una disminución del sistema del NO y de la expresión del factor de crecimiento 
TGF-β1 en el ventrículo izquierdo. Aunque las alteraciones en la expresión del factor de 
crecimiento TGF-β1, la apoptosis y el sistema de NO son menos evidentes que en los 
machos deficientes.  
Estudios experimentales y clínicos demuestran importantes diferencias de sexo en 
los niveles de presión arterial. Hoy en día es conocido que la mujer en la edad reproductiva 
tiene menor incidencia de hipertensión arterial que el hombre de su misma edad, sin 
embargo el riesgo de desarrollar esta enfermedad aumenta después de la menopausia. 
Esto indicaría que existe algún tipo de protección que no está presente luego de la 
menopausia. La misma podría estar relacionada con las acciones de los estrógenos sobre el 
sistema cardiovascular. Por lo tanto, nos proponemos evaluar en futuros estudios que 
ocurre sobre los niveles presión arterial y las alteraciones cardiovasculares, si esta injuria 
nutricional se prolonga por más tiempo en las ratas hembras. Nos interesaría determinar  
si, como en otros modelos de programación fetal,  se observa un incremento de la presión 
arterial y del riesgo cardiovascular en las crías hembras, así como que ocurre luego de una 
ovariotomía. Además, es de nuestro interés evaluar a futuro la implicancia de las hormonas 
sexuales en este modelo experimental, así como los efectos de la deficiencia de zinc sobre 
los niveles de estas hormonas.  
Por otro lado, hemos observado que muchos mecanismos que influyen en la 
dinámica celular del calcio, como la inflamación, la apoptosis y el estado redox, se 
encuentran afectados ante la deficiencia de zinc en hembras. Es por esta razón, nos 
proponemos evaluar que ocurre con el manejo de calcio en las hembras. A su vez, en vista 
de lo hallado respecto al manejo de calcio y el acortamiento celular en machos deficientes, 
sería interesante ahondar en los mecanismos que podrían estar involucrados en estas 
alteraciones, como el sistema del NO a nivel celular, los canales de calcio tipo L y la 
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EXPUESTAS A UNA DEFICIENCIA MODERADA DE ZINC DURANTE EL CRECIMIENTO 
PRENATAL Y/O POSTNATAL. 
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Estudios previos demostraron que la deficiencia moderada de zinc durante la vida 
intrauterina y el crecimiento postnatal es un modelo de programación fetal de hipertensión 
arterial y enfermedad renal y vascular en ratas macho.  
Se ha descrito que el zinc es esencial para mantener la integridad estructural y 




 Evaluar si la deficiencia moderada de zinc durante la vida fetal, la lactancia y 
el crecimiento posterior al destete de ratas, es un factor que predispone al 
desarrollo de patologías cardiovasculares en la vida adulta. 
 Profundizar en los mecanismos por los cuales la deficiencia moderada de 
zinc durante el crecimiento prenatal y postnatal puede predisponer al 
desarrollo de las alteraciones morfológicas y funcionales cardíacas 
observadas en la vida adulta.  
 Comprobar si el aporte adecuado de zinc durante el crecimiento post-
destete puede revertir las alteraciones inducidas por su deficiencia durante 
la vida fetal y postnatal temprana. 
 Evaluar si existen diferencias de sexo. 
 
Protocolo experimental:  
Ratas Wistar hembras recibieron durante la preñez hasta el destete de las crías: 
dieta control (C, 30 ppm zinc) o baja en zinc (B, 8 ppm zinc). Luego del destete las crías 
macho (m) y hembra (h) provenientes de madres con dieta baja en zinc continuaron con 
una dieta baja en zinc (Bbm y Bbh) o control (Bcm y Bch) hasta los 81 días de vida. Las crías 
provenientes de madres con dieta control continuaron con dieta control hasta el final del 
periodo experimental.  
Se estudiaron la presión arterial sistólica, la función y morfología cardíaca, la 
apoptosis, la expresión de citoquinas pro-inflamatorias y del factor de crecimiento TGF-β1, 
el estrés oxidativo y el  sistema del óxido nítrico en ventrículo izquierdo  al final del periodo 
experimental. A su vez se analizó, el calcio citosólico y el acortamiento de miocitos aislados 
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del ventrículo izquierdo de los animales provenientes de los diferentes grupos 
experimentales a los 81 días de vida.  
 
Resultados y conclusiones:  
Las concentraciones de zinc en plasma de los animales demostraron que la dieta 
utilizada fue exitosa en generar una deficiencia moderada de zinc durante el crecimiento 
prenatal y/o postnatal.  
El insuficiente aporte de zinc durante la vida fetal, la lactancia y/o el crecimiento 
post-destete indujo un menor crecimiento corporal y cardíaco en las crías de ambos sexos, 
que sólo en los animales Bbm y Bcm se encontró asociado a un aumento de la presión 
arterial sistólica.   
La deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y post-natal provocó en 
machos una disminución del tamaño de los miocitos y de los espesores parietales del 
ventrículo izquierdo que se asociaron a una menor contractilidad cardíaca en este grupo. 
Estos cambios estructurales y funcionales estuvieron acompañados de una menor 
expresión del factor de crecimiento TGF-β1 y actividad del sistema del óxido nítrico, un 
aumento de la apoptosis, la inflamación y la actividad de los sistemas anti-oxidantes. 
Además, se observó en los miocitos aislados una reducción en la disponibilidad de calcio 
citosólico y en el acortamiento celular. 
La restitución con una dieta control luego del destete en los machos, logró revertir 
algunos de estos parámetros, como el tamaño de miocitos, la apoptosis, la inflamación y la 
expresión de TGF-β1. Esto podría contribuir, al menos en parte, a mantener la función 
contráctil en este grupo. Sin embargo, estos efectos beneficiosos no se evidenciaron en los 
niveles de la presión arterial. 
La deficiencia moderada de zinc durante la vida prenatal y postnatal en las hembras 
no determinó alteraciones significativas de la función ventricular, así como tampoco un 
aumento en los valores de la presión arterial. Sin embargo, esta injuria nutricional indujo, 
un aumento en la apoptosis y la inflamación, una disminución del sistema del óxido nítrico y 
de la expresión de TGF-β1 en el ventrículo izquierdo. Aunque las alteraciones en la 
expresión del TGF-β1, de la apoptosis y del sistema del óxido nítrico fueron menores que en 
los machos deficientes. Esta información sugiere que las hembras serían menos sensibles a 
esta injuria nutricional durante la vida fetal y postnatal que los machos.  
Los resultados de este trabajo de tesis fortalecen la importancia de optimizar la 
dieta, no solo durante el desarrollo prenatal, para prevenir la programación de 
enfermedades cardiovasculares, sino también durante la vida postnatal, para revertir o 
disminuir las consecuencias cardiovasculares de la deficiencia de este micronutriente 
durante la vida fetal. El presente trabajo también demuestra que las crías macho y hembra 
se adaptan de manera diferente ante una injuria durante el desarrollo, exhibiéndose en las 














AC: adenilato ciclasa 
ADN: ácido desoxirribonuceico 
ADP: adenosina nucleótido difosfato  
AG: aminoguanidina 
Akt: proteincinasas B 
AL: área de luz 
ANOVA: análisis de la varianza 
AP-1: factor de transcripción AP-1 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero 
Asc•: radical ascorbato 
AscH: ácido ascórbico 
AT1: receptor de angiotensina II tipo 1 
AT1b: receptor de angiotensina II tipo 1b 
ATP: adenosin trifosfato 
AU: aurículas 
AVT: área vascular total 
Bax: reguladores mitocondriales pro-apoptóticos  
Bcl-2: reguladores mitocondriales anti-apoptóticos 
BH3•: radical tetrahidrobiopterina 
BH4: (6R-)5,6,7,8-tetrahidrobiopterina  
CaM: calmodulina 
CaMKII: proteína cinasa dependiente de Ca2+--calmodulina 
CARMELA: Cardiovascular Risk Factor Multiple Evaluation in Latin America 
CAT: catalasa 
CESNI: Centro de Estudios sobre Nutrición Infantil 
CPV: colágeno perivascular 
Cz: calmidazolium 
d: diástole 
DO: densidad óptica 
DVI: diámetro del ventrículo izquierdo 
ECA: enzima convertidora de angiotensina 
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ECV: enfermedades cardiovasculares  
ENNyS: encuesta de nutrición y salud realizada por la Dirección Nacional de Salud Materno 
Infantil del Ministerio de salud de la Nación 
eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial 
EPR: espesor parietal relativo  
ERO: especies reactivas del oxígeno 
FA: fracción de acortamiento 
FAD: flavina adenina difosfato 
FAD: flavina adenina dinucleótido 
FC: frecuencia cardiaca 
FCI: fracción de colágeno intersticial 
FE: fracción de eyección 
FMN: flavina mononucleótido 
GABA: ácido γ-aminobutírico  
GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
GC: guanilato ciclasa citosolica 
GLUT: glutatión reducido 
GMPc: guanosin monofosfato cíclico 
GPx: glutatión peroxidasa 
GR: glutatión reductasa  
GSH: glutatión reducido  
GSSG: glutatión oxidado  
11β-HSD2: 11β-hidroxiesteroide dehidrogenasa-2  
HO.: radical hidroxilo  
Hsp90: proteína de shock térmico de 90 kDa  
HTA: hipertensión arterial 
IDP: ingesta diaria promedio  
IGF-1, 2: factor de crecimiento similar a la insulina 1 o 2  
IL: interleuquina  
iNOS: óxido nítrico sintasa inducible 
IP3: inositol trifosfato  
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LAP: proteína asociadora de latencia para el factor de crecimiento transformante beta  
L-Arg: L-arginina 
L-Cit: L-citrulina 
L-NAME: L-nitroarginina metil ester. 
LT: largo de tibia  
LTBP1: proteína de unión al factor de crecimiento transformante beta latente  
MLV: musculo liso vascular  
mPTP: poro de transición de permeabilidad mitocondrial  
MTF-1: factor de transcripción que responde a la unión de metales-1 
MTs: metalotioneinas 
NADH: nicotínamida dinucleótido reducido 
NADPH: nicotinamida dinucleótido fosfato reducido 
NF-κB: factor de transcripción nuclear κB  
7-NI: 7-nitroindazol 
nNOS: óxido nítrico sintasa neuronal 
NO: óxido nítrico 
NOS: óxido nítrico sintasa 
NOS1: óxido nítrico sintasa neuronal 
NOS2: óxido nítrico sintasa inducible 
NOS3: óxido nítrico sintasa endotelial 
O2.-: anión superóxido 
OMS: Organización Mundial de la salud 
ONOO-: peroxinitritos  
PAS: presión arterial sistólica 
PC: peso cardiaco 
PCorp: peso corporal  
PKA: proteincinasas A 
PKC: proteincinasas C  
PKG: proteincinasas G 
PLVI: pared libre del ventrículo izquierdo 
PME: pared músculo elástica 
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PP1: proteína fosfatasa 1 
pSer1177-eNOS: óxido nítrico sintasa endotelial fosforilada en el residuo serina 1177  
RCIU: retraso del crecimiento intrauterino  
RENATA: REgistro NAcional de hiperTensión Arterial 
ROOH: hidroperóxidos orgánicos  
RSP: retículo sarcoplasmático 
RyR: receptores de rianodina 
s: sístole 
SEM: error estándar de la media  
Ser: aminoácido serina 
SERCA: Sarco/endoplastic reticulum Ca2+- ATPase 
sGC: guanilato ciclasa soluble 
SHR: ratas espontáneamente hipertensas 
SOD: superóxido dismutasa 
TBARS: especies reactivas del ácido tiobarbitúrico 
TGF-β: factor de crecimiento transformante beta  
Thr: aminoácido treonina 
TIV: tabique interventricular 
TME: transformación mesenquimal-epitelial 
TNF-R1: receptor del factor de necrosis tumoral  
TNF-α: factor de necrosis tumoral α  
Tyr: aminoácido tirosina 
UNICEF: Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia 
VD: ventrículo derecho 
VI: ventrículo izquierdo 
Zip: importadores de zinc  
Zn(S4): cluster de zinc-tiolato 
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